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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
 
BP   biopolisaharidi 
BE   bioemulgatorji 
DAPI   flurokrom-4,6-diamino-2-fenilindol 
DOM   homogeno raztopljene organske snovi 
EPS   eksopolisaharidi 
FASW  filtrirana avtoklavirana morska voda 
HMW   visoka molekulska teža 
LMW  nizka molekulska teža 
obrt./min  obratov na minuto 
PHA   polihidroksialkanolat 
PHB   polihidroksibutirat 
3HB   3-hidroksibutirat 
BF5_0027       Halomonas sp. 
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Biopolimeri morskih prokariontov, tako bakterij kot arhej, nam ponujajo številne nove 
materiale in komercialne priložnosti. Morske eksopolisaharide, ki povečajo preživetvene 
sposobnosti organizma, lahko uporabljamo za različne produkte, kot so emulgatorji ali 
lepila (Weiner, 1997:15). V zadnjih letih so zaradi njihove funkcionalne raznolikosti, 
strukture, manjše toksičnosti in visoke stopnje biorazgradljivosti v primerjavi s kemično 
sintetiziranimi produkti postali zelo pomembni biosurfaktanti in bioemulgatorji, ki jih 
pridobimo iz bioloških virov. Morsko okolje se je v zadnjih letih velikokrat pokazalo kot 
zelo obetavno za odkrivanje novih naravnih produktov (Salek in Gutierrez, 2016). Več 
kot 10.000 metabolitov s širokim spektrom bioloških aktivnosti in medicinskih lastnosti 
je bilo izoliranih iz morskih mikrobov. Ocenjeno je, da je raziskanega manj kot 0,1 % 
morskega mikrobiološkega sveta (Satpute in sod., 2010). Med morskimi mikroorganizmi, 
ki so bili proučevani za produkcijo biopolisaharidov (BP), bioemulgatorjev (BE) ter 
eksopolisaharidov (EPS), so najpogosteje uporabili Acinetobacter, Arthrobacter, 
Pseudomonas, Halomonas, Myroides, Corynebacteria, Bacillus, Alteromonas sp. 
(Satpute in sod., 2010). Študije so npr. pokazale, da skupina Halomonas sintetizira 
eksopolisaharide, ki imajo emulgatorske in viskozne aktivnosti (Bouchotroch in sod., 
2001). Halomonas izloča tudi polisaharid, imenovan levan. Uporablja se v živilski, 
farmacevtski in drugih industrijah, prav tako tudi v kozmetiki (Ekorkmaz in sod., 2018).  
L-asparaginazo iz Halomonas elongata uporabljajo za zdravljenje levkemije (Ghasemi in 
sod., 2018). Polihidroksi alkanolati (PHA), ki jih sintetizira Halomonas, so 
biorazgradljivi in biokompatibilni biopolimeri, ki so okolju prijazna zamenjava za 
plastiko, imajo pa tudi biomedicinske aplikacije (Stanley in sod., 2017).  
Pri iskanju novih biopolimerov z zanimivimi mehanskimi lastnostmi si lahko pomagamo 
z reologijo. Reologija je interdisciplinarna veda o toku, deformacijah in preoblikovanju 
snovi pod vplivom strižnih sil. Reologija omogoča vrednotenje mehanskih lastnosti 
tekočin, poltrdnih ter viskoelastičnih snovi. S poznavanjem reoloških lastnosti snovi 
lahko sledimo kemijskim reakcijam, dobimo vpogled v strukturo polimerov, razlagamo 
lastnosti koloidnih sistemov in nadzorujemo industrijske procese (Valant, 2007). 
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1.1 NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je preveriti mehanske lastnosti izbranih bakterijskih suspenzij 
pri različnih fizikalno kemijskih dejavnikih okolja, povezati viskoznost izbranih 
bakterijskih izolatov glede na pojavljanje v različnih mesecih in določiti vpliv povečane 




1.2 DELOVNI HIPOTEZI 
• Med izbranimi bakterijskimi izolati bomo našli takšne, ki imajo znatno povečano 
produkcijo zunajceličnih polimerov in posledično povečajo viskoznost medija. 
• Cvetenje fitoplanktona vpliva na rast določenih vrst mikroorganizmov, ki 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 MIKROORGANIZMI V MORSKIH EKOSISTEMIH 
Približno polovica primarne produkcije planeta Zemlja se dogaja v oceanih, večinoma na 
račun oz. s strani rastlinskega planktona. Dinamika bakterijske združbe v morju je 
pogosto povezana z dinamiko fitoplanktona oz. dinamiko primarnih producentov v morju. 
Bakterije uporabijo od 10 do 50 % ogljika, ki ga s fotosintezo proizvedejo primarni 
producenti. Dinamika združbe bakterijskih heterotrofov kaže sezonske vzorce, ki do 
določene mere korelirajo s koncentracijo raztopljene organske snovi fitoplanktonskega 
izvora (Azam in sod., 1983). Bakterije uporabljajo različne strategije za privzemanje 
različnih sestavnih delov partikulatnih in raztopljenih organskih snovi v morju, tudi 
takšnih fitoplanktonskega izvora. Med drugim lahko bakterije izločajo ekstracelularne 
encime, med njimi na primer proteaze za hidrolizo proteinov, in tako namesto velikih 
polipeptidnih verig privzemajo aminokisline in majhne peptide (Hollibaugh in Azam, 
1983). Študije dokazujejo, da so prav heterotrofne bakterije glavni uporabniki različnih 
spojin, ki sestavljajo raztopljeno organsko snov (DOM) oz. raztopljeni organski ogljik 
(DOC) v morju, ki predstavlja enega največjih rezervoarjev ogljika v biosferi (Azam in 
sod., 2007). Opisani odnosi in tokokrogi so znani kot koncept mikrobne zanke v morju 
(Azam in sod. 1983).  
 
Dokazano je, da so prav bakterije najštevilčnejši, najproduktivnejši in najbolj raznoliki 
organizmi, ki vplivajo na delovanje morskih ekosistemov in poganjajo skoraj vse 
biogeokemične cikle v oceanih. V povprečju 1 mm3 (µL) površinske oceanske vode 
vsebuje 10 000 virusov, 1000 bakterij, 100 celic Prochloroccocus, 10 celic 
Synechococcus, 10 evkariontskih alg in 10 protistov (Azam in Malfatii., 2007). Študije so 
pokazale, da lahko organske snovi v morski vodi tvorijo transparentne gelske formacije, 
ki sestavljajo preplet snovi v obliki nano koloidov, ki so dolgi približno od 10 nm do 
mikrogela na velikostni skali okrog 100 µm (Verdugo in sod., 2004). Polimerne 
komponente transparentnih gelov tvorijo prav mikroorganizmi. Takšni geli predstavljajo 
hranilno bogate točke. Približno 10 % raztopljenih organskih snovi, ki jih najdemo v 
morju, je v obliki gelov (Verdugo in sod., 2004). Bakterije se lahko pritrdijo na gele in 
hidrolizirajo hranilne snovi, ki so prisotne na površini gelov s pomočjo hidrolaz. Bakterije 
lahko izločajo tudi različne molekule, ki se vežejo na gel in omogočajo komunikacijo, 
lahko pa tudi zavirajo rast drugih bakterij in na ta način modificirajo ekološke niše. 
Struktura gela nudi bakterijam veliko površino za interakcije in pritrjanje. Bakterije imajo 
številne adaptacije, ki jim omogočajo pritrjevanje na mrtev fitoplankton, kar povečuje 
možnosti hidrolize organske snovi (Azam in Malfatii, 2007). 
 
Zaloga ogljika kot energije in druge hranilne spojine lahko limitirajo bakterijsko rast. 
Bakterijska majhnost in veliko razmerje med površino in volumnom jim omogoča zelo 
 
Tramšek K. Reološka analiza izbranih morskih bakterijskih izolatov  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
4 
 
uspešno absorpcijo nutrientov v zelo majhnih koncentracijah, kar jim daje kompetitivno 
prednost pred ostalimi organizmi. Dinamično delovanje mikrobiološke prehranske zanke 
je rezultat številnih interakcij in ekoloških odnosov, kot so komenzalizem, kompeticija in 
predatorstvo. Med fitoplanktonom in bakterijami prihaja do kompeticije za mineralne 
spojine (Azam in sod., 1983). 
 
2.2 UPORABA BIOPOLIMEROV MORSKIH PROKARIONTOV  
 
V 21. stoletju želimo zmanjšati uporabo fosilnih goriv, kot so olje, plin in premog, ter se 
preusmeriti na uporabo obnovljivih in trajnih virov za energijo in na obnovljive vire novih 
materialov. Mikroorganizmi predstavljajo ogromno zalogo genetske raznovrstnosti in 
ponujajo veliko možnosti pri proizvodnji novih materialov (Salek in Gutierrez, 2016). 
 
Biopolimeri prokariontov so kompleksni zunajcelični polimeri (EPS), ki omogočajo 
različne industrijske aplikacije v biotehnološki in farmacevtski industriji. EPS so 
velikokrat zgrajeni iz polisaharidnih molekul in lahko služijo med drugim za varovanje 
organizmov pred fagocitozo, delujejo kot površinska lepila, zaščita pred izsušitvijo, so 
stabilizatorji encimov, delujejo kot zgoščevalci, kot zaloga ali rezerva nutrientov (Weiner 
in sod., 1995). Polisaharidne molekule so lahko iz α-1-4 povezanih nerazvejanih 
glukoznih polimerov ali pa polimernih, kompleksnih, razvejanih heteropolisaharidov, 
zgrajenih iz ponavljajočih se osnovnih oligosaharidnih podenot, kot sta ksantan in 
kolanska kislina. Znotraj mikrobne vrste je dolžina polisaharidnih molekul lahko mono 
ali polidisperzna, njihova molekulska teža pa od 50 000 do več milijonov kDa (Weiner, 
1997:15). Številni morski prokarionti sintetizirajo polisaharide (preglednica 1). 
 
Preglednica 1: Opisane morske bakterije iz različnih okolij, ki producirajo eksopolisaharide (Parkar in 
sod., 2017) 
Morska bakterija Okolje Referenca 
Planococcus maitriensis Anita I obalne vode Bhavnagarja v Indiji Kumar in sod., 2007 
Saccharophagus degradans - Gonzalez-Garcia in sod., 
2015 
Vibrio furnissii strain VB0S3 obalne vode Goe v Indiji  Bramhachari in sod., 2007 
Enterobacter cloacae morski sediment Iyer in sod., 2005 
Halomonas spp. - Arias in sod., 2003 
Halomonas anticariensis - Mata in sod., 2006 
Halomonas ventosae - Mata in sod., 2006 
Alteromonas haloplanktis KMM 
156 
- Gorshkova in sod., 1993 
Alteromonas infernus globokomorski hidrotermalni 
vrelci 
Raguenes in sod., 1997 
Roger in sod., 2004 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice št. 1: Opisane morske bakterije iz različnih okolij, ki producirajo 
eksopolisaharide 
 
Alteromonas macleodii 2MM6 obalne vode Halifaxa, Nova 
Škotska 
Nazarenko in sod., 1993 
Bacillus licheniformis vulkanski otok Arena in sod., 2006 
Poli in sod., 2010 
Bacillus marinus morski sediment El Sayed in sod., 2010 
Bacillus strain B3-15 obalna voda, morski hidrotermalni 
vrelci 
Maugeri in sod., 2002 
Bacillus strain B3-72 plitka odprtina Nicolaus in sod., 2010 
Bacillus thermoantarcticus otok Ischia, termalni vrelci Nicolaus in sod., 2010 
Geobacillus sp. - Nicolaus in sod., 2010 
Desulfovibrio sp. strain Indl obalne vode Indonezije Zinkevich in sod., 1996 
Flavobacterium uliginosum - Umezawa in sod., 1983 
Hahella chejuensis - Ko in sod., 2000 
Pantoea sp. BM39 morski sediment Silvi in sod., 2013 
Pseudoalteromonas atlantica - Bartlett in sod., 1988 
Hoskins in sod., 2003 
Pseudoalteromonas sp. strain S9 morski sediment Techkarnjanaruk in sod., 
1997 
Pseudomonas sp. strain NCMB 
2021 
obalne vode Halifaxa, Nova 
Škotska 
Christensen in sod., 1985 
Rhodococcus erythropolis PR4 - Urai in sod., 2007 
Shewanella colwelliana morska ostriga 
(Crassostrea virginica) 
Sledjeski in Weiner, 1993 
Vibrio alginolyticus morski sediment Muralidharan in 
Jayachandran, 2003 
Vibrio parahaemolyticus morska voda Enos-Beriage in McCarter, 
2000 
Zunongwangia profunda SM-A87 - Liu in sod., 2000 
 
Na osnovi sestave delimo polisaharide v tri skupine: (i) Homo-EPS polisaharide, ki so 
zgrajeni iz enega tipa monosaharida, po navadi α-D-glukana, β-D-glukana, fruktana ali 
drugega poligalaktana – galaktoza (Harutoshi, 2013); (ii) Hetero-EPS polisaharide, ki 
vsebujejo različne tipe monosaharidov, ponavadi D-glukozo, D-galaktozo, L-ramnozo in 
njihove derivate v ponavljajočih se osnovnih enotah; (iii) polisaharide z nepravilnimi 
strukturami, ki so lahko posledica nepravilne substitucije. Na osnovi vloge, ki jo imajo za 
producirajoči mikroorganizem, jih delimo v sedem skupin: strukturne, sorptivne, 
površinsko aktivne, aktivne, informativne, redoks aktivne in hranilne polisharide. 
Mehanizmi biosinteze za nekatere polisharide še niso popolnoma jasni. Znano je, da so 
prekurzorji sladkorjev sintetizirani in aktivirani znotraj celice in da poteka polimerizacija 
v notranji celičini membrani. Večina bakterij, ki producirajo EPS, je gramnegativnih, zelo 
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malo predstavnikov je grampozitivnih (Parkar in sod., 2017). Vloga različnih EPS- 
komponent pri nastanku gelaste strukture je prikazana na sliki 1. 
 
 
Slika 1: Vloga eksopolimerov morskih mikroorganizmov pri nastanku gela (Satpute in sod., 2010:444) 
 
Med morske polisharide, ki jih lahko uporabimo v industrijskih izdelkih, sodijo alginati, 
ki so sestavina različnih tipov procesirane hrane, prav tako pa so uporabljeni v kemični 
industriji in jih dodajajo papirju, lepilom, tekstilu, keramiki in barvam. Kohezijske 
lastnosti polisharidov so pomembne za aglomeracijo biofilmov. Veliko polisaharidov je 
anionskih in lahko biokoncentrirajo katione za več kot 10 000-krat. Pri tem se polivalentni 
kovinski ion poveže z dvema anionskima skupinama na dveh različnih verigah polimerov. 
Prav tako lahko absorbirajo različno nabite organske komponente. Zaradi teh lastnosti so 
uporabni pri bioremediaciji težkih kovin in polutantov, ki vsebujejo kovine. Kot je 
prikazano v preglednici 2, je bilo do sedaj odkritih relativno malo bakterijskih morskih 
polisaharidov in le majhen delež odkritih je bil karakteriziran (Satpute in sod., 2010; 
Weiner, 1997). 
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Preglednica 2: Mikroorganizmi, ki sintetizirajo polisaharide različnih lastnosti, ki jih uporabljajo v 
komercialne namene   
Organizem Polisaharid Uporabna lastnost Referenca 
Acinetobacter 
calcoaceticus RAG1. 




alasan nizka površinska 
napetost (69-42 mN/m), 





BD4 emulsan stabilizator, emulgator Kaplan in sod., 1987 




stabilnost pri nevtralnem 
in kislem pH in visokih 
temperaturah 
Gutierrez in sod., 2007 
Halomonas levan močna vezivnost, visoka 
biokompatibilnost 
Erkorkmaz in sod., 
2018 
Halomonas maura mauran emulgacija številnih 
tipov olj 
Arias in sod., 2003 
Pseudomonas 
Azotobacter 
alginat visoka viskoznost, 
zmogljivost tvorbe gelov 
Gacesa, 1992 
Alteromonas infernus GY785 stimulacija celic, 
inhibicija razgradnje 
tkiva 
Senni in sod., 2008 
Senni in sod., 2011 




marinactan antitumorska aktivnost Satpute in sod., 2010 
 
Primer morskih prokariontsko sintetiziranih polimerov, ki imajo komercialno uporabo, 
so poli-β-hidroksialkanolati (PHA), ki predstavljajo razred alifatskih poliestrov. PHA se 
v velikih količinah akumulirajo znotraj celice, ko organizem raste v prehransko bogatem 
okolju. PHA se uporabljajo za oblikovanje biorazgradljivih, termoplastičnih polimerov. 
Uporabna lastnost prokariontske PHA je njihova termoplastičnost – lastnost, ki jo 
najdemo v plastikah, kot so polistiren, polikarbonat in polipropilen. Poli-β-
hidroksialkanolati imajo strukturo podobno polipropilenu, ki se uporablja v več kot 200 
produktih. PHB ne plava na vodi, ampak potone na dno, kjer se za razliko od 
polipropilena, ki plava na vodi, razgradi približno v mesecu dni (Weiner, 1997). 
Homopolimer 3-hidroksibutirat (3HB) je najbolj proučen PHA. Polimer PHA je podoben 
sintetičnim polimerom, ki temeljijo na petrokemiji in je izdelan na osnovi obnovljivih 
virov ter popolnoma razgradljiv, za razliko od njegovih sintetičnih predstavnikov. PHA 
akumulirajo številne bakterije, predvsem halofilne vrste, ki so prilagojene na rast v 
območjih z visoko koncentracijo slanosti. Akumulacija PHA mikroorganizmom pomaga 
pri spopadanju z visokim osmotskim pritiskom. Čeprav so PHA okolju prijazni materiali, 
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je njihova proizvodnja zaradi visoke cene v primerjavi s sintetičnimi nadomestki velika 
težava (Kucera in sod., 2018).  
 
Veliko sevov morskih bakterij tvori tudi različne pigmente, ki se lahko uporabljajo v 
biotehnologiji, kozmetiki, barvah in sončnih kremah. Prokarionti predstavljajo dober 
potencial za   cenejšo produkcijo in čiščenje. Ena vrsta takšnih pigmentov so melanini. 
Čeprav melanini niso potrebni za rast, povečajo možnost preživetja organizma v različnih 
okoljih. Ščitijo DNA in druge molekule pred ultravijolično svetlobo, povečajo virulenco, 
inhibirajo degradacijo biofilmov in ščitijo encime pred proteazno aktivnostjo. Melanini 
imajo veliko kromofornih lastnosti, zaradi katerih se jih lahko uporabi za sončne kreme, 
barve za lase in barvanje. Imajo tudi fungicidne ter antibiotične učinkovine in delujejo 
protimikrobno. (Weiner, 1997:15). 
 
Zaradi lastnosti kot so koagulacija, lepljivost, stabilizacija in tvorba gelov, se EPS 
uporabljajo v številnih industrijah. Kemično modificiran EPS, ki ga izloča Alteromonas 
infernus, ima antikoagulacijsko aktivnost in je pomemben pri zdravljenju lipemije in 
arteroskleroze (Guezennec in sod., 1998). Bakterija Alteromonas infernus je bila izolirana 
zraven vzorca populacije Riftia pachyptila. EPS, ki ga bakterija izloča, je visoko razvejan 
heteropolisaharid z nizko vsebnostjo žvepla (Senni in sod., 2011). EPS GY785 stimulira 
človeške celice, kot so dermalni fibroblasti, ki preko signalizacije FGF-2 (fibroblastni 
rastni faktor) sprožijo množitev celic. Derivati EPS inhibirajo procese, ki sodelujejo pri 
razgradnji tkiva (Senni in sod., 2008). 
 
EPS, ki ga izloča Vibrio sp., ima antikoagulacijske in antitrombotične lastnosti, prav tako 
pa tudi antitumorske in antivirusne. V. diabolicus izloča HE 800 EPS, ki je pomemben 
pri zdravljenju kostnega tkiva (Zanchetta in sod., 2003). Marinactan, EPS, ki ga proizvaja 
Flavobacterium uliginosum, ima antitumorsko aktivnost (Satpute in sod., 2010). 
Pomemben tip uporabnih morskih polimerov so emulgatorji. 
 
2.3 BIOSURFAKTANTI IN BIOEMULGATORJI 
 
V zadnjih letih so postali zelo pomembni biosurfaktanti in bioemulgatorji (npr. alginat, 
emulsan, alasan, BD4 emulsan, emulgator HE39 in emulgator HE67), ki jih pridobivajo 
iz bioloških virov. V preglednici 3 so predstavljeni morski glikolipidi in drugi tipi BS in 
BE, ki jih zaradi uporabnih lastnosti uporabljamo v industriji. Pomembni so zaradi svoje 
funkcionalne raznolikosti, strukture, manjše toksičnosti in visoke stopnje 
biorazgradljivosti v primerjavi s kemično sintetiziranimi spojinami. Morsko okolje 
predstavlja neraziskan prostor za iskanje novih tipov površinsko aktivnih agensov. 
Morske bakterije, posebej tiste, ki so povezane z mikroalgami, lahko predstavljajo 
potencialne vire polimernih snovi z dobro biotehnološko uporabnostjo. Večina današnjih 
površinsko aktivnih agensov za industrijsko uporabo je sintetiziranih iz prekurzorjev, ki 
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jih uporabljajo za fosilna goriva. To predstavlja ekološki problem, ker so sintetizirani iz 
neobnovljivih virov, pogosto so povezani tudi z visoko toksičnostjo, slabo 
razgradljivostjo in zmanjšano funkcionalno raznovrstnostjo (Salek in Gutierrez, 2016). 
 
Površinsko aktivne biopolimere proizvajajo različni tipi bakterij in vključujejo proteine, 
glikoproteine, lipoproteine, polisaharide, lipopolisaharide ali komplekse, ki vsebujejo 
kombinacijo različnih strukturnih tipov. Površinsko aktivne snovi so klasificirane na 
osnovi kemičnega naboja ali njihove molekulske mase. Na osnovi naboja jih delimo v 
štiri glavne skupine – anionske, kationske, neanionske in zwitterionske. Na osnovi 
molekulske mase jih delimo na tiste z nizko molekulsko težo (LMW) in tiste z visoko 
molekulsko težo (HMW). Trenutno lahko klasificiramo kot naravne samo surfaktante, ki 
vsebujejo osnovno enoto, ki je naravnega izvora (Salek in Gutierrez, 2016). 
 
Preglednica 3: Morski glikolipidi in drugi tipi biosurfaktantov/ bioemulgatorjev, ki jih producirajo morski 
mikroorganizmi in njihove uporabne lastnosti v industriji (Satpute in sod., 2010) 
Tip BS/BE Organizem Lastnost Referenca 
Glikolipid Alcaligenes inhibira rast 
mikroflagelatov in 
mikroalg 
Poremba in sod., 
1991a 





Abraham in sod., 
1998 
 Halomonas emulgatorske lastnosti Pepi in sod., 2005 




Passeri in sod., 1992 




Das in sod., 2008 
Mukherjee in sod., 
2009 










motornih olj, kerozina, 
nafte, naftalena, 
antracena in ksilena 
Thavasi in sod., 2008 
Fosfolipidi in maščobne 
kisline 
Myroides dober površinsko 
aktivni agens 
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Biosurfaktanti in bioemulgatorji so pomembni zaradi strukturne ter funkcionalne 
raznolikosti in njihove industrijske uporabnosti. Gre za amfifilne spojine, ki vsebujejo 
tako hidrofilni kot hidrofobni del in so sposobne različnih površinskih aktivnosti. Znanih 
je več kot 225 patentov, ki opisujejo mikrobiološke amfifilne spojine (Shete in sod., 
2006). Prisotnost površinsko aktivnih molekul na površini mikrobne celice poveča njeno 
hidrofobnost in ji pomaga preživeti v hidrofobnem okolju. Bioemulgatorji/biosurfaktanti 
so lahko sproščeni ekstracelularno ali so lokalizirani na površini in so povezani s celično 
membrano. Številni bioemulgatorji in biosurfaktanti, ki jih producirajo bakterije, so bili 
izolirani iz območij, onesnaženih z oljem, nafto ali njihovimi produkti (Satpute in sod., 
2010). 
 
Bakterija, ki proizvaja površinsko aktivne snovi, je Acinetobacter, ki je gramnegativna 
bakterija v morskih okoljih in ima pomembno vlogo pri razgradnji ogljikovodikov ter 
ključno vlogo v bioremediacijskih procesih. A. calcoaceticus RAG-1 je bil izoliran iz 
vzorca morske vode Mediterana in producira surfaktant, ki se komercialno prodaja kot 
emulsan. Gre za heteropolisaharidni protein, ki vsebuje ponavljajoče trisaharide N-acetil 
galaktozamina, N-acetilgalaktozamin uronske kisline in neidentificiranega N-acetil 
amino sladkorja. Tudi pri nizki koncentraciji (< 0,001 do 0,01 %) lahko emulsan 
učinkovito emulgira ogljikovodik in je zelo močan emulzijski stabilizator (Satpute in 
sod., 2010). Zaradi visokih stroškov produkcije bo potrebna optimizacija fermentacijskih 
pogojev. Čeprav v zadnjih dveh desetletjih raziskujejo komercialno uporabo mikrobno 
produciranih površinsko aktivnih sredstev, jih zelo malo komercialno uporabljajo. 
Odkrivanje novih mikrobnih polisaharidov in surfaktantov je prioriteta v živilski 
industriji, da bi pridobili nove sestavine, ki bodo imele podobne lastnosti kot ksantanski 
gumi (Salek in Gutierrez, 2016).  
 
Podobno je tudi Pseudomonas sp. znan razgrajevalec ogljikovodikov (Coelho in sod., 
2003). Myroides sp. SM1 emulgira nafto in producira ekstracelularne bioemulgatorje 
(Maneerat in sod., 2005). Rhodotorula glutinis producira bioemulgator, ki ima dober 
emulgatorski indeks s kerozinom in z nafto (Oloke in Glick, 2005). Morske bakterije rodu 
Streptomyces so znane po proizvodnji proteinsko polisaharidnih tipov bioemulgatorjev, 
ki po večini vsebujejo proteine, polisaharide in majhen del reduciranega sladkorja. 
Bioemulgatorje proizvajajo Streptomyces sp. S1, Streptomyces sp. C2, Streptomyces sp. 
CH1, Streptomyces sp. A7 in Streptomyces sp. A3 (Kokare in sod., 2007). Antarctobacter 
sp. TG22 producira ekstracelularne emulgatorje, imenovane AE22, ki so sestavljeni iz 
uronske kisline z visoko emulgatorsko in stabilizatorsko aktivnostjo (Gutierrez in sod., 
2007). Tudi Marinobacter producira veliko količino bioemulgatorjev, ki razgrajujejo 
številne tekoče in trdne ogljikovodike (Al-Mallah in sod., 1990). Biosurfaktant, ki ga 
proizvaja Alcaligenes sp., zavira rast mikroflagelatov in mikroalg (Poremba in sod., 
1991b). Dva seva Arthrobacter producirata glikolipidni tip biosurfaktantov (Schulz in 
sod., 1991). Alcanivorax sp. producira glukozno lipidni surfaktant (Abraham in sod., 
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1998). Alcanivorax in Cycloclasticus sta znana kot razgrajevalca ogljikovodika. 
Alcanivorax pretežno razgrajuje alkane, Cycloclasticus pa številne aromatične 
ogljikovodike (Harayama in sod., 2004). Bacillus sp. proizvaja številne tipe cikličnih 
lipopeptidnih biosurfaktantov (Yakimov in sod., 1995). Nekateri lipopeptidi imajo 
antimikrobno aktivnost. Biosurfaktant, ki ga proizvaja B. circulans, izboljša dostopnost 
in razgradnjo poliaromatskega ogljikovodika, kot je antracen (Das in sod., 2008). 
Eksopolisaharide proizvajajo tudi Vibrio, Cyanobacterium, Zooglea, Rhodococcus, 
Pseudoalteromonas ter druge bakterije (Satpute in sod., 2010). V Mediteranskem morju 
je poznana tudi arheja Haloferax mediterranei, ki je ekstremno halofilna in izloča 
heteropolisaharide ekstracelularno. Reološke analize njenega EPS kažejo 
pseudoplastičnost in visoko viskoznost pri ekstremnih vrednostih pH, temperature in 
slanosti. EPS z visoko viskoznostjo in pseudoplastičnimi lastnostmi je rezistenten na 
ekstremne temperature, pH in slanost (Anton in sod., 1988). 
 
Največji trg za uporabo biosurfaktantov je naftna industrija, sledi industrija barv in 
papirnih prevlek. Prednost biosurfaktantov pri bioremediaciji v primerjavi z 
eksopolisaharidi je njihova slaba biorazgradljivost. Biosurfaktanti se uporabljajo tudi kot 
terapevtska sredstva v kmetijstvu (Banat in sod., 2000). 
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2.4 IZBRANI PRODUCENTI MIKROBNIH BIOPOLIMEROV 
 
Na osnovi predhodnega pregleda in meritev, opravljenih na večjem naboru izolatov 
morskih bakterij iz zbirke morskih izolatov na Morski biološki postaji v Piranu, smo za 
najperspektivnejša bakterijska izolata, ki proizvajata največ zunajceličnih polimerov, 
izbrali Loktanella sp. BF5_0537 in Halomonas sp. BF5_0027. Za ta dva rodova smo v 
nadaljevanju nekoliko podrobneje pregledali literaturo o produkciji zunajceličnih 
polimerov. 
 
2.4.1 Halomonas sp. 
 
Rod Halomonas pripada družini Halomonadaceae, redu Oceanospirillales, razredu 
Gammaproteobacteria, znotraj skupine Proteobacteria. Do sedaj je v rodu Halomonas 
opisanih 91 vrst. Večina je bila izoliranih iz slanih okolij, kot so soline, slana jezera, 
fermentirana morska hrana, slana tla in globokomorski termalni vrelci. Mnogo vrst 
Halomonas sp. izloča eksopolisaharide, sodeluje v procesih denitrifikacije, razgradnje 
aromatskih spojin in ima povečano toleranco na težke kovine (Koh in sod., 2017). 
Družina Halomonadaceae vsebuje rodove Halomonas, Chromohalobacter in 
Zymobacter. Rod Halomonas obsega halofilne, kemoorganotrofne, gramnegativne 
bakterije, ki so zelo razširjene v hiperslanih habitatih. Nekateri eksopolisaharidi so 
sposobni tvoriti gele pri kislem pH, so rezistentni na visoki osmotski pritisk in 
termostabilni (Bouchotroch in sod., 2001). 
 
Halomonas je gramnegativna bakterija, ki ne tvori spor in je predominantno prisotna v 
morskih okoljih. Halomonas sp. tvori več kot 10 % mikrobne združbe v svojem habitatu. 
EPS tvori v okoljih s povečano slanostjo. EPS z emulgatorsko aktivnostjo so našli ob 
gojenju na gojišču z dodano glukozo in peptonom ter kvasnim ekstraktom (Satpute in 
sod., 2010). Halomonas sp. producira bioemulgatorje na osnovi glikoproteinov. 
Bioemulgatorja dveh novih vrst Halomonas sp. TG39 in TG67 sta bila koncentrirana z 
ultrafiltracijo in precipitacijo. Površinsko aktivne molekule so stabilne pri nevtralnem in 
kislem pH in visokih temperaturah (Satpute in sod., 2010). Študije na Halomonas 
eurihalina so pokazale, da je bila najvišja viskoznost izmerjena v kislem 10-4 M KCl, kjer 
se je tudi tvoril gel. Pomanjkanje sulfata korelira z zvišanjem viskoznosti. EPS H. 
eurihalina ima zanimive značilnosti, kot so povečanje viskoznosti v kislem okolju, 
sposobnost emulgacije ogljikovodikov in prisotnost sulfatnih skupin. Optimalna rast se 
je pojavila pri 7,5 % koncentraciji soli. Viskoznost se je spremenila po acidifikaciji. 
Monovalentni in divalentni kationi povzročijo povečano viskoznost. Optimalna 
koncentracija soli za povišanje viskoznosti H. eurihalina naj bi bila 10-3 M, z malenkost 
večjimi viskoznimi vrednostmi pri monovalentnih kationih. Pri 10-4 M KCl je EPS postal 
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zelo viskozen in gelast. Viskoznost so lahko določili samo pri majhnih koncentracijah 
Mg2⁺ in Ca2⁺, saj se je pri višjih koncentracijah polisaharid oboril (Calvo in sod., 1998). 
 
Polisaharid levan je industrijsko pomemben naravni polimer s posebnimi lastnostmi. 
Proizvajajo ga mezofilne bakterije, kot so Halomonas, Acetobacter, Bacillus, Erwinia, 
Gluconobacter, Microbacterium, Pseudomonas, Zymomonas in pa tudi druge ocetno in 
mlečnokislinske bakterije. Kulture Halomonasa imajo industrijski potencial zaradi 
visokega donosa in produkcije, ki zaradi visoke slanosti ne zahteva sterilnih pogojev. 
Glavni problem produkcije so visoki stroški. Namen je zmanjšati stroške produkcije z 
menjavo komponent, ki bodo temeljile na cenejših (Erkorkmaz in sod., 2018). Levan je 
razvejan polisaharid, fruktan, ki je po večini sestavljen iz β-D-fruktofuranoznih ostankov, 
povezanih z β-(2-6) glikozidnimi vezmi (Erkorkmaz in sod., 2018). M-levan, ki ga 
proizvaja Microbacterium laevaniformans KCTC 9732, ima β-(2-1) povezane vezi, ki so 
specifično hidrolizirane. Ta razvejana struktura M-levana zmanjšuje antitumorsko 
aktivnost (Yoon in sod., 2004). Levan se od drugih naravnih polimerov razlikuje po 
edinstveni kombinaciji lastnosti, kot so močna vezivnost, sestavljanje v kroglaste koloide, 
zelo nizka notranja viskoznost in visoka biokompatibilnost, zaradi katere se lahko polimer 
uporablja v kozmetiki, farmacevtski, živilski in drugih industrijah. Deloval naj bi tudi kot 
probiotik za ljudi in ostale živali. Na osnovi raziskav z mišmi so ugotovili, da bi ga lahko 
uporabljali za zaščito jeter proti patogenom zaradi dobrih interakcij s probiotiki. 
Sulfatirani vzorci levana kažejo antikoagulativno aktivnost, podobno heparinu. 
Ekstracelularno ga proizvajajo mikroorganizmi iz substratov, obogatenih s saharozo. 
Eden takšnih mikroorganizmov je tudi halofilna bakterija Halomonas smyrnensis. Levan 
Halomonas smyrnensis ima antioksidativne in protirakave značilnosti, pomemben je tudi 
kot vezivo večplastnih filmov. Uporabljal bi se lahko pri aplikacijah srčnega tkiva v 
povezavi s koronarnimi arterijami zaradi njegove elastičnosti, trdnosti, 
biokompatibilnosti, imunskega odziva in celične podpore (Huyer in sod., 2015). Heparin 
je visoko sulfatiran glikozaminoglukan, ki se uporablja kot antikoagulant in 
antitrombotično zdravilo že več kot 70 let. Vendar ima uporaba heparina omejitve; visoko 
tveganje za kontaminacijo s patogeni, težave v proizvodnji zaradi živalskega izvora in 
kemične nehomogenosti. Raziskave zato intenzivno potekajo v iskanju nove snovi za 
terapevtsko uporabo, ki bo podobna heparinu in ne bo limitirana zgolj na področju 
antitromboze in antikoagulacije. Sulfatiran levan bi lahko predstavljal takšno alternativo. 
 
EPS proizvaja tudi Halomonas eurihalina. Študija Mata in sod. (2006) je opisala še dve 
vrsti iz rodu Halomonas, ki proizvajata EPS. To sta vrsti H. ventosae in H. anticariensis. 
Najboljši pogoji za sintezo EPS pri obeh sevih so bili inkubacija pri 32 °C, 7,5-odstotna 
koncentracija soli ter glukoza (1 %) kot vir ogljika. Oba EPS, tako od H. eurihalina kot 
od H. anticariensis, sta imela nenavadne in komercialno zanimive lastnosti, saj sta 
vsebovala sulfat. Takšni polimeri imajo velik potencial v medicini zaradi 
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antikoagulacijskih, antitrombotičnih, antiaterosklerotičnih, antiadhezivnih, 
antimetastatičnih, protivnetnih in protivirusnih lastnosti (Mata in sod., 2006).  
 
Mauran, ki ga proizvaja bakterija Halomonas maura, je anionski, sulfatiran 
heteropolisaharid z visoko vsebnostjo uronske kisline. Pri ustrezni okoljskih pogojih in 
gojišču je bakterija sposobna proizvesti 3,8 g maurana na liter gojišča, ob strižni napetosti 
8,5 Pa je bila najvišja viskoznost 4.7 x 10-1 Pa.s. Vodne raztopine maurana so visoko 
viskozne, pseudoplastične in viskoelastične. Mauran je sposoben emulgacije številnih 
tipov olj. Največji vpliv na produkcijo sta imela čas inkubacije in koncentracija slanosti. 
Največ maurana se je proizvedlo po petih dneh. Čeprav je bila velika proizvodnja že od 
tretjega dneva naprej, je gojišče optimalno viskoznost doseglo po petih dneh. Po sedmih 
dneh se je pojavilo zmanjševanje nastalega EPS, kar je možno zaradi degradacije encima. 
Sulfatirani polisaharidi so znani po tem, da inhibirajo rast nekaterih virusov in tumorjev. 
Polisaharidi z visoko koncentracijo uronske kisline in sulfatov pogosto tvorijo gele v 
prisotnosti kovinskih ionov in imajo zaradi tega velik potencial pri odstranjevanju 
toksičnih kovin iz onesnaženega okolja in vod (Arias in sod., 2003). 
 
Poleg zunajceličnih polishardiov se L-asparaginaza iz Halmonas elongata že več kot 30 
let uporablja za zdravljenje bolnikov z akutno limfoblastično levkemijo (Ghasemi in sod., 
2018).  
 
2.4.2 Loktanella sp. 
 
Zunajcelične polimerne komponente pri Loktanella sp. so slabše opisane. Rod Loktanella 
pripada razredu Alphaproteobacteria in vsebuje 21 vrst. Pripadniki rodu so bili izolirani 
iz antarktičnih jezer, morskega okolja (Park in sod., 2017) in na prehodu med morsko 
vodo in izviri sladke vode (Park in sod., 2013). Rod Loktanella je prvi opisal Van Trappen 
s tremi vrstami, L. salsilacus, L. fryxellensis in L. vestfoldensis. Veliko predstavnikov so 
našli znotraj različnih ekoloških niš, večinoma v morski vodi in morskem pesku (Kim in 
sod., 2016). 
 
Morska bakterija Loktanella rosea vsebuje poseben lipopolisaharid, katerega skelet je 
sestavljen iz trisaharida z manjkajočo fosfatno skupino (Ierano in sod., 2010), in ki v 
morskem okolju vpliva na metamorfozo planktonskih larv bentoških nevretenčarjev (Lau 
in sod., 2015). Loktanella spp. Gb03 je algicidna bakterija, izolirana iz kulture 
dinoflagelata Gambiediscus belizeanus. Bakterije, povezane s škodljivimi cvetenji alg, 
imajo ključno vlogo pri reguliranju le-teh. Študija Blocha in sod. (2016) opisuje 
Loktanella spp. Gb03, ki so jo izolirali iz kulture dinoflagelatov. Kolonije so bile roza 
barve, konveksne, z gladko površino in enotnim robom. Optimalna temperatura za rast je 
bila pri 30 °C, pH 7 in 1-odstotni koncentraciji NaCl (Bloch in sod., 2016). 
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V morskem okolju bakterija Loktanella hingkongensis v biofilmih posreduje pri 
ugnezdenju in metamorfozi planktonskih larv mnogih bentoških nevretenčarjev. 
Kemijski signal, ki vpliva na odziv larve, naj bi bile nizko molekularne spojine, povezane 
z eksopolisaharidnim matriksom bakterijskih celic (Lau in sod., 2015).  
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3.1.1 Izbrani bakterijski izolati  
Bakterijske izolate, ki smo jih uporabili v nalogi, smo pridobili iz zbirke na Morski 
biološki postaji v Piranu (Nacionalni inštitut za biologijo). Izolirani so bili iz globine 5 
metrov iz slovenskega dela Jadranskega morja leta 2010. Morska voda je bila vzorčena z 
vzorčevalnikom Niskin in med transportom do laboratorija hranjena v polikarbonatnih 
posodah Nalgen. Določen volumen vode je bil nacepljen na gojišče Zobell (ZoBell 1946) 
ter inkubiran določen čas pri pogojih okolja. Posamezni izolati so bili precepljeni do 
posamezne kolonije in nato v tekoče gojišče. Čista kultura je bila shranjena z dodatkom 
glicerola (končna koncentracija 30 %) pri -80 °C. Iz podvzorca čiste kulture je bila 
izolirana bakterijska genomska DNA ter pomnožen zapis za bakterijski 16S rRNA gen s 
pomočjo univerzalnih bakterijskih začetnih oligonukleotidov 27F z zaporedjem 5'-3': 
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG (Lane, 1991) in 1492R z zaporedjem 5'-3': 
ACCTTGTTACGACTT (Lane, 1991). Pomnožek je bil sekveniran v obe smeri. 
Dobljenim delnim nukleotidnim zaporedjem gena za 16S rRNA smo poiskali homologe 
med objavljenimi nukleotidnimi zaporedji  s pomočjo iskalnika BLAST Nacionalnega 
centra za biotehnološke informacije v neredundantni podatkovni zbirki GenBank. Vsak 
izolat ima svojo identifikacijsko številko (accession number), s pomočjo katere ga lahko 
poiščemo v podatkovni zbirki GenBank. S pomočjo podatkovne zbirke SILVA lahko 
pridobimo informacije o taksonomski uvrstitvi organizma, s pomočjo orodja BLAST pa, 
s katerim organizmom se glede nukleotidnih zaporedij najbolje ujema. Podatkovna zbirka 
SILVA je zbirka  zbranih in redno posodobljenih nukleotidnih zaporedij majhnih 
(16S/18S) in velikih (23S/28S) podenot rRNA za bakterije, arheje in evkarionte.  
 
Preglednica 4: Izbrani izolati morskih bakterij, ki smo jih reološko analizirali (vir izolatov: Morska 
biološka postaja Piran.) 
Koda BF Identifikacijska številka Rod 
BF5_0001 KC307435 Pseudomonas 
BF5_0002 KC307436 Staphylococcus 
BF5_0003 KC307437 Pseudomonas 
BF5_0004 KC307438 Staphylococcus 
BF5_0006 KC307440 Pseudomonas 
BF5_0005 KC307439 Halomonas 
BF5_0007 KC307441 Halomonas 
BF5_0016 KC307449 Idiomarina 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice št. 4: Izbrani izolati morskih bakterij, ki smo jih reološko analizirali (vir 
izolatov: Morska biološka postaja Piran) 
BF5_0017 KC307450 Idiomarina 
BF5_0251 JX865233 Brevundimonas 
BF5_0232 JX865217 Methylarcula 
BF5_0257 JX865237 Oceanicaulis 
BF5_0260 JX865239 Aliihoeflea 
BF5_0241 JX865226 Erythrobacter 
BF5_0246 JX865229 Erythrobacter 
BF5_0248 JX865231 Mesorhizobium 
BF5_0252 JX865234 Mesorhizobium 
BF5_0258 JX865238 Oceanicaulis 
BF5_0261 JX865240 Oceanicaulis 
BF5_0269 JX865245 Oceanicaulis 
BF5_0536 JX865160 Loktanella  
BF5_0535 JX865159 Loktanella  
BF5_0460 JX865094 Mesorhizobium 
BF5_0459 JX865093 Mesorhizobium 
BF5_0458 JX865092 Mesorhizobium 
BF5_0537 JX865161 Loktanella  
BF5_0527 JX865152 Bacillus 
BF5_0534 JX865158 Pseudomonas  
BF5_0315 JX864988 Vibrio 
BF5_0293 JX864967 Vibrio 
BF5_0348 JX865013 Vibrio 
BF5_0464 JX865097 Erythrobacter  
BF5_0282 JX864956 Marinobacter 
BF5_0351 JX865015 Alcanivorax  
BF5_0465 JX865098 Croceicoccus  
BF5_0314 JX864987 Vibrio 
BF5_0302 JX864975 Vibrio 
BF5_0321 JX864993 Vibrio 
BF5_0317 JX864990 Vibrio 
BF5_0065 KC307359 Salinicola 
BF5_0182 KC307311 Altererythrobacter 
BF5_0021 KC307454 Halomonas 
BF5_0035 KC307468 Halomonas 
BF5_0224 KC307346 Erythrobacter 
BF5_0038 KC307471 Halomonas 
BF5_0256 JX865236 Alcanivorax 
BF5_0156 JX865244 Alcanivorax 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice št.4: Izbrani izolati morskih bakterij, ki smo jih reološko analizirali (vir izolatov: 
Morska biološka postaja Piran) 
BF5_0233 KC307433 Mesorhizobium 
BF5_0274 JX865248 Alcanivorax 
BF5_0086 JX865248 Alcanivorax 
BF5_0220 KC307375 Pelagibacterium 
BF5_0268 JX865244 Alcanivorax 
BF5_0011 KC307445 Halomonas 
BF5_0014 KC307447 Halomonas 
BF5_0015 KC307448 Halomonas 
BF5_0019 KC307452 Halomonas 
BF5_0020 KC307453 Halomonas 
BF5_0022 KC307455 Halomonas 
BF5_0023 KC307456 Halomonas 
BF5_0027 KC307460 Halomonas 
BF5_0028 KC307461 Halomonas 
BF5_0029 KC307462 Halomonas 
BF5_0030 KC307423 Halomonas 
BF5_0995 KC307566 Loktenella 
BF5_0996 KC307567 Loktenella 
BF5_0997 KC307568 Loktenella 
BF5_1002 KC307570 Loktenella 
BF5_1004 KC307216 Loktenella 
BF5_1350 KC307037 Halomonas 
BF5_1354 KC307040 Halomonas 
BF5_1360 KC307045 Halomonas 
BF5_1440 KC307721 Halomonas 
BF5_1520 KC307680 Halomonas 
BF5_1521 KC307681 Halomonas 
BF5_1522 KC307682 Halomonas 
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Preglednica 5: Gojišča 
Gojišče Sestava 
trdno gojišče Zobell agar 15g/L, pepton 5g/L, kvasni ekstrakt 1g/L, filtrirana morska voda 750 
mL/L (preko Whatman GFF filtra), filtrirana destilirana voda 250 mL/L 
tekoče gojišče Zobell pepton 5g/L, kvasni ekstrakt 1g/L, filtrirana morska voda 750 mL/L (preko 
Whatman GFF filtra), filtrirana destilirana voda 250 mL/L 
FASW filtrirana avtoklavirana morska voda 
LB-gojišče NaCl 10g/L, kvasni ekstrakt 5g/L, pepton 10g/L, filtrirana destilirana voda 
1L 
 
Preglednica 6: Dodatki za gojišča 
Dodatki za gojišča Proizvajalci 
glutamat Sigma-Aldrich, St. Louis 
glukoza Sigma-Aldrich, St. Louis 
saharoza  Sigma-Aldrich, St. Louis 
glicerol Kemika, Zagreb 
NaCl Sigma-Aldrich, St. Louis 
pepton Biolife, Milano 
kvasni ekstrakt Biolife, Milano 
KH2PO4  Sigma-Aldrich, St. Louis 
KNO3 Merck KGaA, Nemčija 
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laminarij hladilnik 8 °C 
avtoklav stresalnik 
inkubator vibracijsko mešalo 
filtrirni sistem magnetno mešalo 
centrifuga reometer 
lupa inkubator 37 °C 
zamrzovalnik -80 °C inkubator 28 °C 
tehtnica  
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3.2.1 Filtracija morske vode 
 
Morsko vodo smo zajeli iz priobalnega dela pred Morsko biološko postajo v Piranu. Vodo 
smo zajeli z 10-litrskim vedrom in jo prenesli v laboratorij. Morska voda je sestavni del 
gojišča Zobell (referenca 2216), ki smo ga uporabljali za rast bakterijskih izolatov 
(preglednica 5). Najprej je bilo treba morsko vodo prefiltrirati. Za filtracijo smo uporabili 
Whatman GF/F filter s steklenimi porami (velikost pore je približno 0,8 µm). Potrebovali 
smo filtracijsko napravo (slika 2) z vakuumsko črpalko (proizvajalec Millipore), s 
pomočjo katere smo prefiltrirali vodo. Vodo smo v filtracijsko napravo dolivali s 
steklenim valjem. S filtracijo smo odstranili večje organizme in organske/anorganske 
večje delce (suspendirani delci). Črpalka na filtru mora imeti podtlak 5–10 mmHg. 
Vzorčenje smo izvajali v zimskih mesecih, ko ni bilo veliko suspendiranih delcev. Vso 
steklovino smo pred tem avtoklavirali. 
 
 
                 Slika 2: Filtracijski sistem  
3.2.2 Priprava trdnega gojišča Zobell  
Gojišče Zobell (1L) je sestavljeno iz 15 g agarja, 5 g peptona, 1 g kvasnega ekstrakta, 750 
mL filtrirane morske vode in 250 mL destilirane vode (MilliQ). Na tehtnici smo odtehtali 
zahtevano količino snovi, potrebnih za pripravo gojišča, in jih dali v 2-litrsko stekleno 
posodo, kamor smo dodali še 250 mL filtrirane destilirane vode in 750 prefiltrirane 
morske vode. Pred uporabo smo steklovino oprali s filtrirano destilirano vodo (MilliQ). 
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En L pripravljenega gojišča Zobell nam zadošča za pripravo 40 trdnih gojišč v petrijevkah 
(premera 90 mm). Pri mešanju smo si pomagali z magnetnim mešalom, da je bilo gojišče 
popolnoma raztopljeno. Gojišča smo pripravljali v 2-litrskih steklenih posodah, ki smo 
jih nato pretočili v 4 manjše erlenmajerice za lažje prelivanje gojišč v petrijevke. 
Pripravljeno gojišče Zobell smo avtoklavirali pri 120 °C za 20 min na programu za 
tekočine. Čaše smo avtoklavirali zaprte z vato in aluminijasto folijo ter zalepljene z 
avtoklavirnim trakom. 
 
3.2.3 Prelivanje gojišča Zobell v petrijevke 
Po končanem avtoklaviranju smo počakali, da se je gojišče Zobell delno ohladilo. V 
laminariju smo si pripravili 40 sterilnih petrijevk, v katere smo nalili pripravljeno gojišče 
Zobell. V vsako sterilno petrijevko smo dodali 25 mL gojišča Zobell. Petrijevke smo 
sproti zapirali, da smo zmanjšali možnost kontaminacije. Počakali smo, da se petrijevke 
z gojiščem ohladijo in strdijo, nato smo jih prestavili v hladilnik. Za delo v laminariju 
smo uporabljali lateks rokavice. Pred uporabo smo površino laminarija očistili z 
etanolom.  
 
3.2.4 Inokulacija bakterijskih izolatov na trdna gojišča Zobell 
Nacepljanje bakterijskih izolatov smo izvajali v laminariju. Izolate smo v petrijevke s 
trdnim gojiščem nacepljali s plastično sterilno ezo. V vsako petrijevko smo nacepili en 
izolat in za vsak izolat smo uporabili novo plastično ezo. Pri prvem nacepljanju smo iz 
mikrocentrifugirke, v kateri je bil shranjen zamrznjen izolat, zajeli del zamrznjene kulture 
in jo nanesli na trdno gojišče Zobell. Pri precepljanju mikrobne kulture smo zajeli 
posamezno kolonijo in jo nacepili na novo petrijevko z gojiščem Zobell. Na posamezno 
petrijevko smo si zapisali kodo izolata ter datum inokulacije. Inkubacija je potekala 5 dni 
na sobni temperaturi, brez stresanja, v temi. 
 
3.2.5 Priprava tekočega gojišča Zobell 
Za pripravo tekočega gojišča Zobell (1 L) smo potrebovali 5 g peptona, 1 g kvasnega 
ekstrakta, 750 mL prefiltrirane morske vode in 250 mL filtrirane destilirane vode. 
Ustrezne količine smo natehtali in jih dodali v stekleno posodo, kamor smo dolili 750 mL 
prefiltrirane morske vode in 250 mL prefiltrirane destilirane vode. Pri mešanju smo si 
pomagali z magnetnim mešalom. Stekleno posodo z gojiščem smo avtoklavirali.  
 
3.2.6 Inokulacija bakterijskih izolatov v tekoča gojišča Zobell  
V tekoča gojišča Zobell smo precepljali bakterijske izolate iz trdnih gojišč Zobell s 
pomočjo plastične eze, in sicer tako, da smo v sterilno tubico za kultivacijo dodali 5 mL 
tekočega gojišča Zobell in nato v laminariju precepili posamezno kolonijo izolata iz 
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petrijevke v tekoče gojišče Zobell. Tekoča gojišča s kulturami smo inkubirali v temi 4 
dni, na stresalniku (200 obrt./min) pri sobni temperaturi. 
 
3.2.7 Nacep in meritev viskoznosti sevov Pseudomonas fluorescens CCM 2799 in 
Bacillus P9 216 
Za primerjavo viskoznosti izolatov Loktanella sp. BF5_0537 in Halomonas sp. 
BF5_0027 smo v LB-gojišče nacepili tudi seva Pseudomonas fluorescens CCM 2799 in 
Bacillus P9 216. Na trdno gojišče nacepljena seva smo dobili na Katedri za 
mikrobiologijo, Oddelku za biologijo in nato precepili v tekoče LB-gojišče s pomočjo 
plastične eze. Kulturo smo vzdrževali 3 dni na stresalniku (200 obrt./min) v temi pri 28 
°C. Nato smo na reometru pomerili viskoznost obeh sevov. 
 
3.2.8 Slikanje bakterijskih kolonij z lupo 
Bakterijske izolate, zrasle na trdnem gojišču Zobell, smo pregledali pod lupo, jih 
morfološko opisali in poslikali (slika 3). Opazovali smo mazavost ter sijaj kolonije, njeno 
velikost, obliko in barvo.  
 
     












Slika 3: Morfološki pregled bakterijskih izolatov (zgoraj levo BF5_0251, zgoraj desno BF5_0536, 
spodaj levo BF5_0534, spodaj desno BF5_0527)  
BF5_0251: oranžne barve, pravilno kroglaste, srednje velike, nemazave, nesijoče. 
BF5_0536: izraziteje roza-oranžne, nepravilen rob, velike, mazave, sijoče. 
BF5_0534: rumene, nepravilno kroglaste, majhne, mazave, sijoče. 
BF5_0527: belkaste, nepravilno kroglaste, velike, mazave, sijoče. 
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3.2.9 Reološka analiza izbranih bakterijskih izolatov 
Izolate, nacepljene v tekočem gojišču Zobell, smo reološko okarakterizirali na 
Biotehniški fakulteti, Oddelek za biologijo, kjer smo na rotacijskem reometru MCR 302 
Anton Paar (slika 4) pomerili njihovo viskoznost. Meritve smo opravili pri 20,0 °C. S 
pipeto smo na sredino merilnega dela reometra nanesli 590 µL vzorca. Izbrali smo merilni 
sistem CP50-1, ki je najobčutljivejši in najprimernejši za merjenje nizkih vrednosti 
viskoznosti. Za kontrolo smo uporabili destilirano vodo in tekoče gojišče Zobell. Za vsak 
vzorec smo meritev 3-krat ponovili. Na ta način smo dobili oceno za ponovljivost meritve 
in določili napako meritve. Posamezna meritev je trajala 8 min in 50 s. Za določanje 
viskoznih krivulj smo preverili viskoznost pri strižnih hitrostih med 1 s-1 in 1000 s-1. Čas 
meritve posameznih točk je eksponentno padal od 50 s pri začetni strižni hitrosti do 3 s 
pri končni strižni hitrosti. Merilni sistem smo po vsaki opravljeni meritvi očistili s 
papirnato brisačko, etanolom in destilirano vodo.  
Vsak posamezni vzorec, ki smo ga analizirali na reometru, smo najprej nacepili na trdna 
gojišča Zobell, nato precepili v 15 mL tekočega gojišča Zobell in po 24 urah precepili 1 
mL namnožene kulture v 15 mL tekočega gojišča Zobell v erlenmajerico. Erlenmajerice 
smo dali v temo na stresalnik na 220 obrt./min pri 28°C.  
 
    
 
Slika 4: Reometer (levo) in pregledani vzorec izolata Loktanella sp. BF5_0537 na reometru (desno)  
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3.2.10 Obogatitveni eksperiment 
 
Na Morski biološki postaji v Piranu smo izvedli tudi obogatitveni poskus pri kontroliranih 
laboratorijskih pogojih. Z dodatkom anorganskih hranil smo hoteli sprožiti rast 
mikroorganizmov (bakterij, enoceličnih alg) v morski vodi in z reometrom preveriti, ali 
lahko na osnovi viskoznosti zaznamo povečano gostoto celic oz. povečano produkcijo 
zunajceličnih polimerov. Za poskus smo uporabili dve 10-litrski polikarbonatni posodi 
(proizvajalec Nalgen). Ena posoda nam je služila kot kontrolna posoda, v njej je bila samo 
prefiltrirana (> 50 µm) morska voda (slika 5). V drugo eksperimentalno posodo, v kateri 
smo poskušali ustvariti pogoje za cvetenje rastlinskega in bakterijskega planktona, smo 
dodali fosfor in dušik v obliki KH2PO4 in KNO3. Morsko vodo smo zajeli na priobalnem 
delu pred Morsko biološko postajo v Piranu in jo v laboratoriju prefiltrirali skozi filter > 
50 µm, da smo odstranili večji plankton in ostale delce. V 10 litrov prefiltrirane morske 
vode smo dodali takšen volumen posamezne spojine, da smo dosegli končno 
koncentracijo 0,5 µM KH2PO4 in 10 µM KNO3. Eksperiment je potekal 5 dni, in sicer od 
3. 7. do 7. 7. 2017. Naravno mešano populacijo morskih mikroorganizmov smo pri 
takšnih pogojih tako inkubirali pri sobni temperaturi in dnevni svetlobi v laboratoriju. 
Vsak dan smo posodi ročno premešali in vzeli 5 mL podvzorca za merjenje viskoznosti. 
Istočasno smo spremljali še bakterijsko abundanco in merili bakterijsko produkcijo oz. 




Slika 5: Plastični posodi (10 L), ki smo jih uporabili za obogatitveni eksperiment  
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3.2.11 Bakterijska produkcija 
 
S pomočjo meritev bakterijske produkcije dobimo informacijo o hitrosti rasti bakterijske 
populacije oz. o produkciji ogljika le-te. Metoda temelji na vgrajevanju radioaktivno 
označenega levcina v novo sintetizirane beljakovine bakterij (Smith in Azam, 1992). Za 
bakterijsko produkcijo smo potrebovali triplikat vzorca in dve kontroli (volumen vzorca 
je bil 1 mL). Vzorec smo zajeli v sterilne 2,0-mililitrske mikrocentrifugirke. Dodali smo 
ustrezen volumen radioaktivnega izotopa 3H-levcina (končna koncentracija 20 nM). V 
kontrolni vzorec smo dodali 50 µL 100-odstotne trikloroocetne kisline (TCA), s pomočjo 
katere precipitiramo proteine v vzorcu in tako ustavimo rast bakterij. Po 1 uri inkubacije 
v temi pri sobni temperaturi smo dodali 50 µL 100-odstotne TCA še v triplikat, da smo 
ustavili reakcijo oz. precipitirali proteine v vzorcu. Vzorec smo nato shranili vsaj za 24 
ur pri 4 °C, nato pa sledili filtracijskemu protokolu, opisanemu v Smith in Azam, 1992. 
Slika 6 nam prikazuje postopek centrifugacije. Vzorci so bili pomerjeni s pomočjo 
tekočinskega scintilacijskega števca Canberra Packard TriCarb Liquid Scintillation 
Analyzer, model 2500 TR.  
 
 
Slika 6: Diagram, ki prikazuje centrifugacijsko metodo (Smith in Azam, 1992:109) 
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Bakterijsko produkcijo smo izračunali po enačbi: (Smith in Azam, 1992) 
 
𝐵𝐶𝑃 = 𝑋 ∙  𝑀 ∙ (%𝐿𝑒𝑢)  ∙ (
𝐶
𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛
) ∙ 𝐼𝐷                   … (1) 
 
BCP – bakterijska produkcija ogljika (µg C L-1 h-1), 
X – množina vgrajenega 3H-levcina (mol Leu L-1 h-1), 
M – molska masa levcina,  
ID – redčitveni faktor radioaktivnega izotopa, 
(% Leu) – odstotek levcina v proteinu, 
(C/protein) – razmerje med ogljikom in proteini v celicah. 
 
3.2.12 Štetje bakterij z mikroskopom 
 
Vzorec smo prefiltrirali in obarvali z barvilom DAPI (fluorokrom 4,6-diamino-2-
fenilindol), ki se veže na DNA (na mrtve in žive celice). Da smo ustavili rast bakterij, 
smo vzorec predhodno fiksirali s formaldehidom (končna koncentracija 2 %, začetna 
koncentracija 37 %). Uporabili smo bel polikarbonatni 0,45 µm podfilter ter vzorce 
filtrirali na črn polikarbonatni membranski filter z velikostjo por 0,2 µm (Milipore). Z 
Milli-Q destilirano vodo smo s ščetko sprali filtrirno napravo. Najprej smo filtrirni sistem 
ob steni sprali z 1 mL Milli-Q destilirane vode. Pred filtracijo smo vzorec premešali na 
vibracijskem mešalu. V filtrirno napravo smo dodali 1 mL vzorca. Spirali smo z enakim 
volumnom MilliQ, kot smo filtrirali. Ob steni smo ponovno sprali z 1 mL Mili-Q 
destilirane vode. Pred barvanjem mora biti filter popolnoma suh. Filter smo vzeli iz 
filtrirnega sistema in ga položili na papirnato brisačo ter pokrili s pokrovčkom s folijo. 
Objektno in krovno steklo smo očistili s 96-odstotnim etanolom. Filter smo prenesli na 
objektno stekelce, na katerega smo kanili kapljico barvila DAPI, ki je bilo predhodno 
zmešano z antifade raztopino, sestavljeno iz glicerola in fosfatnega pufra 
(predpripravljena mešanica proizvajalca Life Technologies), nato smo kanili kapljico 
barvila DAPI tudi na krovno stekelce in z njim prekrili filter. Stisnili smo z brisačko in 
obrisali rob. Delo in štetje je zaradi fluorokroma potekalo v temi. Vzorce smo pregledali 
z epifluorescenčnim mikroskopom Olympus BX51 pri 1000-kratni povečavi. 
Ekscitacijska valovna dolžina (Ex) za DAPI je 340 nm, emisijska valovna dolžina (Em) 
pa je 488 nm. Na vsakem vzorcu smo naključno izbrali 10 polj in jih poslikali s kamero 
Olympus Image System DP70. Uporabili smo imerzijsko olje za fluorescenco, ki je 
občutljivo na svetlobo.  
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3.2.13 Pripravljanje tekočih gojišč Zobell z različno koncentracijo NaCl 
Izbrana bakterijska izolata Loktanella sp. BF5_0537 in Halomonas sp. BF5_0027 smo 
izpostavili različnim slanostim, in sicer koncentraciji 0,5 M, 1,5 M, 2 M, 2,5 M in 3 M 
NaCl. Za ta poskus smo pripravili 3 L gojišča Zobell. Za vsako koncentracijo NaCl smo 
pripravili 350 mL tekočega gojišča Zobell, za katerega smo uporabili 1,75 g peptona, 0,35 
g kvasnega ekstrakta, 263 mL filtrirane morske vode in 87 mL filtrirane destilirane vode. 
Gojiščem smo dodali različne količine NaCl, in sicer za 0,5 M raztopino smo dodali 10,22 
g NaCl, za 1,5 M 30,67 g NaCl, za 2 M 40,94 g NaCl, za 2,5 M 51,17 g NaCl in za 3 M 
61,36 g NaCl. Vsa gojišča so bila avtoklavirana z vato in aluminijasto folijo, da se 
prepreči kontaminacija, vendar še vedno poteka izmenjava plinov. V erlenmajerice smo 
dodali 20 mL gojišča Zobell z ustrezno koncentracijo NaCl in 1 mL predhodno nacepljene 
in precepljene kulture. 
 
3.2.14 Pripravljanje tekočih gojišč Zobell z različnimi viri ogljika 
Kot vir ogljika smo uporabili glutamat, glukozo, saharozo in glicerol. Za vsak vir ogljika 
smo uporabili 4 g posameznega vira ogljika in dodali 20 mL deionizirane vode ter 
avtoklavirali. Nato smo 1 mL pripravljenega sladkorja dodali v 20 mL tekočega gojišča 
Zobell in dodali 1 mL predhodno nacepljene in precepljene kulture. Inokulirano kulturo 
smo dali na stresalnik na 200 obrt./min v temo za 4 dni. 
 
 
3.2.15 Gojenje kultur pri različnih temperaturah 
Izolate smo gojili v tekočem gojišču Zobell pri temperaturi 8 °C, 21 °C, 28 °C in 37 °C. 
Vse izolate smo gojili v temi in na stresalnikih pri 200 obrt./min.  
 
 
3.2.16 Priprava mešane kulture 
Naredili smo tudi poskus z izbranim izolatom Loktanella sp. BF5_0537 in mešano 
kulturo, v kateri smo imeli izolate Halomonas sp. BF5_0007, Idiomarina sp. BF5_0017, 
Loktanella sp. BF5_ 0537 in Halomonas sp. BF5_0027. Mešano kulturo smo pripravili 
tako, da smo mikrocentrifugirko napolnili z 1,5 mL posamezne bakterijske kulture, ki je 
bila predhodno nagojena v tekočem gojišču Zobell, in jo dali za 5 min na centrifugo pri 
8000 xg. Nato smo supernatant odpipetirali, dodali 1,5 mL FASW (filtrirana 
avtoklavirana morska voda) in ponovno centrifugirali. Supernatant smo ponovno 
odpipetirali in dodali v 1,5 mL FASW ter centrifugirali pri 1500 obratih. Vzeli smo 250 
µL vsakega izolata in ga odpipetirali v mikrocentrifugirko. Zbrani kulturi (1 mL) smo 
dodali 20 mL tekočega gojišča Zobell.  
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3.2.17 Priprava gojišč z dodatkom N in P, saharoze, glicerola, peptona in kvasnega 
ekstrata 
Loktanella sp. in mešano kulturo smo dodali v FASW, ki smo ji posamično dodajali dušik 
in fosfor, saharozo, glicerol, pepton ter kvasni ekstrakt. Za filtracijo smo uporabili GF/F 
filter (0,2 µm). 
 
Za vsako gojišče smo uporabili 4 g posameznega vira ogljika in dodali 20 mL 
deionizirane vode ter avtoklavirali. V primeru saharoze smo dodali 4 g, 8 g in 12 g v 20 
mL deionizirane vode in nato od vsake 1 mL odpipetirali v 20 mL filtrirane (velikost pore 
0,2 µm) avtoklavirane morske vode (FASW), kamor smo dodali 1 mL kulture. Torej smo 
pripravili 0,03 M, 0,06 M in 0,09 M končno koncentracijo saharoze.  
 
V 20 mL destilirane vode smo ločeno dodali še 4 g glicerola, 4 g peptona in 4 g kvasnega 
ekstrakta ter KNO3 s končno koncentracijo 0,5 µM in KH2PO4 s končno koncentracijo 10 
µM. Dodali smo mešano kulturo in bakterijo Loktanella sp., za vsak vir v dveh ločenih 
erlenmajericah. Nato smo 1 mL pripravljene mešanice prenesli v 20 mL FASW in dodali 
1 mL kulture. 
 
Pripravili smo tudi kontrole, kar pomeni, da smo pomerili viskoznost mešanic brez 
dodatka bakterijskih izolatov mešane kulture ali Loktanella sp.  
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4 REZULTATI  
 
4.1 MORFOLOŠKI OPIS IZBRANIH IZOLATOV MORSKIH BAKTERIJ 
 
V magistrski nalogi smo pregledali 76 bakterijskih izolatov, ki jih hranijo v zbirki na 
Morski biološki postaji v Piranu. V preglednici 9 so prikazani vsi izolati, ki smo jih 
nacepili ter morfološko in reološko pregledali v sklopu magistrske naloge. V zbirki 
morskih bakterijskih izolatov smo iskali takšne, ki tvorijo sluzaste, mazave, sijoče in 
odsevne kolonije, saj smo predvidevali, da bi to lahko kazalo na višjo viskoznost 
bakterijskega izolata. Po meritvah izbranih izolatov smo za nadaljnje proučevanje izbrali 
izolate BF5_0002, BF5_0004, BF5_0007, BF5_0016, BF5_0017, BF5_0261, BF5_0269, 
BF5_0536, BF5_0535, BF5_0537, BF5_0527 in BF5_0534. V preglednici 9 prikazujemo 
samo začetno in končno viskoznost izbrane viskozne krivulje. Začetna viskoznost je 
pomerjena pri strižni hitrosti 1 s-1, končna viskoznost pa pri strižni hitrosti 1000 s-1. Z 
rumeno barvo so označeni izolati, ki so imeli pri strižni hitrosti 1 s-1 viskoznosti 30 mPa 
s ali več. Med njimi najdemo predstavnike iz rodov Loktanella, Halomonas in 
Idiomarina. Hipotezo, da bodo višjo viskoznost imeli izolati, ki tvorijo svetleče in mazave 
kolonije, lahko delno potrdimo, saj so imeli izolati Loktanella sp. BF5_0537, Halomonas 
sp. BF5_0007 in Idiomarina sp. BF5_0017 povišane viskoznosti. Najvišjo izmerjeno 
viskoznost je imel izolat Loktanella sp. BF5_0537. Vendar se je izkazalo, da so imeli tudi 
nekateri drugi izolati, ki niso kazali izrazitih morfoloških znakov, višje viskoznosti.  
 
Preglednica 9: Rezultati izmerjene začetne in končne viskoznosti izbranih izolatov z morfološkim opisom 
(- - niso sijoče ali mazave, + - mazave ali sijoče / - izolat ni zrasel na plošči ali v tekočem gojišču, x – 
nismo pomerili viskoznosti, xx - nismo opazovali sijaja/mazavosti kolonij) 





[mPa .  s] 
Končna 
viskoznost 
[mPa . s] 
BF5_0351 Alcanivorax  bele, kroglaste, majhne 
- 17 ± 18 1 ± 2,87E-02 
 
BF5_0256 Alcanivorax 
bele, kroglaste, srednje 
velike 
xx 17 ± 1 1 ± 3,77E-02 
 
BF5_0156 Alcanivorax 
krem, kroglaste, srednje 
velike 
xx 24 ± 6 1 ± 0 
BF5_0274 Alcanivorax bele, kroglaste, majhne 
xx 14 ± 1 1 ± 1,7E-02 
 
BF5_0086 Alcanivorax 
krem, kroglaste, srednje 
velike 
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nadaljevanje preglednice št. 9: Rezultati izmerjene začetne in končne viskoznosti izbranih izolatov z 
morfološkim opisom (- - niso sijoče ali mazave, + - mazave ali sijoče / - izolat ni zrasel na plošči ali v 
tekočem gojišču, x – nismo pomerili viskoznosti, xx - nismo opazovali sijaja/mazavosti kolonij) 
BF5_0268 Alcanivorax 
bele, kroglaste, srednje 
velike 
xx 9 ± 2 01 ± 0 
BF5_0260 Aliihoeflea  
rumene, pravilno 
kroglaste, srednje velike 
- 6 ± 6 1 ± 0,47E-02 
 
BF5_0182 Altererythrobacter 
rumene, razmazane po 
plošči 




bele, nepravilen rob, 
velike 
+ 23 ± 22 
 
0,9 ± 0,2 
BF5_0251 Brevundimonas  
oranžne, pravilno 
kroglaste, srednje velike 
- 12 ± 6 1 ± 0,47E-02 
 
BF5_0465 Croceicoccus  
rumene, kroglaste, zelo 
majhne 
- 23 ± 21 1 ± 0,47E-02 
 
BF5_0241 Erythrobacter  
rumeno-oranžne, pravilno 
kroglaste, zelo drobne 
- 17 ± 1 1,1 ± 0 
BF5_0246 Erythrobacter  
rumene, pravilno 
kroglaste, zelo drobne 
- 4 ± 27 1 ± 9,29E-02 
 
BF5_0464 Erythrobacter  oranžne, kroglaste, majhne 
- 14 ± 9 1 ± 0,47E-02 
 
BF5_0224  Erythrobacter 
rumene, nepravilno 
kroglaste, velike 
xx 6 ± 3 1 ± 0,47E-02 
 
BF5_0005 Halomonas 





12 ± 9 
 
 









56 ± 11 
 
 
1 ± 0,1 
BF5_0021 Halomonas 
krem, nepravilen rob, 
velike 
xx 16 ± 5 1 ± 1,25E-02 
 
BF5_0035 Halomonas 
krem, nepravilen rob, 
srednje velikosti 
xx 7 ± 3 1 ± 0 
BF5_0038 Halomonas 
krem, nepravilno 
kroglaste, srednje velike 
xx 3 ± 1 1 ± 0,47E-02 
 
BF5_0011 Halomonas 
krem, kroglaste, srednje 
velike 
xx 10 ± 3 1 ± 1,25E-02 
 
BF5_0014 Halomonas krem, kroglaste, velike xx 15 ± 5 1 ± 0 
BF5_0015 Halomonas 
krem, kroglaste, srednje 
velike 
xx 30 ± 30 1 ± 1 
BF5_0019 Halomonas krem, kroglaste, velike 
xx 16 ± 7 1 ± 6,85E-02 
 
BF5_0020 Halomonas 
krem, kroglaste, srednje 
velike 
xx 10 ± 5 1 ± 0,81E-02 
 
BF5_0022 Halomonas krem, kroglaste, majhne xx 12 ± 1 1 ± 0 
se nadaljuje 
 
Tramšek K. Reološka analiza izbranih morskih bakterijskih izolatov  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
31 
 
nadaljevanje preglednice št. 9: Rezultati izmerjene začetne in končne viskoznosti izbranih izolatov z 
morfološkim opisom (- - niso sijoče ali mazave, + - mazave ali sijoče / - izolat ni zrasel na plošči ali v 
tekočem gojišču, x – nismo pomerili viskoznosti, xx - nismo opazovali sijaja/mazavosti kolonij) 
BF5_0023 Halomonas krem, kroglaste, majhne 




kroglaste, srednje velike 
xx 32 ± 4 1 ± 0,94E-02 
 
BF5_0028 Halomonas 
krem, kroglaste, srednje 
velike 
xx 35 ± 29 1 ± 0,1 
BF5_0029 Halomonas 
krem, kroglaste, srednje 
velike 
xx 12 ± 3 1 ± 0 
BF5_0030 Halomonas 
krem, nepravilen rob, 
velike 
xx 90 ± 90 1 ± 0,7 
BF5_0016 
Idiomarina 
krem, pravilno kroglaste, 
srednje velike 
+ x x 
BF5_0017 
Idiomarina 
krem, pravilno kroglaste, 
srednje velike 




nepravilen rob, velike 




nepravilen rob, velike 
+ 611 ± 145 3 ± 0,1 
BF5_0537 Loktanella 
rahlo oranžno-rdeče, 
kroglaste, zelo velike 
+ 1255 ± 35 4 ± 0,9 
BF5_0282 Marinobacter / / / / 
BF5_0232 Methylarcula  
roza, nazobčan rob, 
srednje velike 
- 2 ± 0,3 1 ± 0,47E-02 
 
BF5_0248 Mesorhizobium  
rumene, pravilno 
kroglaste, majhne 
- 25 ± 0,9 1 ± 0,47E-02 
 
BF5_0252 Mesorhizobium  
rumene, pravilno 
kroglaste, majhne 
- 8 ± 4 1 ± 0 
BF5_0460 Mesorhizobium 
bele, kroglaste, zelo 
majhne 
- 1 ± 0,5 1 ± 0,47E-02 
 
BF5_0459 Mesorhizobium bele kroglaste, majhne - x x 
BF5_0458 Mesorhizobium 
bele, kroglaste, zelo 
majhne 




xx 4 ± 4 1 ± 0 
BF5_0257 Oceanicaulis  
rumene, pravilno 
kroglaste, majhne 
- 6 ± 4 1 ± 0,94E-02 
 
BF5_0258 Oceanicaulis  
krem, pravilno kroglaste, 
majhne 
- 5 ± 3 1 ± 0 
BF5_0261 Oceanicaulis  
krem, pravilno kroglaste, 
velike 
+ 25 ± 5 1 ± 0,81E-02 
 
BF5_0269 Oceanicaulis  
krem, pravilno kroglaste, 
velike 
+ 14 ± 1,6 1 ± 2,36E-02 
 
BF5_0220 Pelagibacterium / / / / 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice št. 9: Rezultati izmerjene začetne in končne viskoznosti izbranih izolatov z 
morfološkim opisom (- - niso sijoče ali mazave, + - mazave ali sijoče / - izolat ni zrasel na plošči ali v 
tekočem gojišču, x – nismo pomerili viskoznosti, xx - nismo opazovali sijaja/mazavosti kolonij) 
BF5_0001 Pseudomonas 
bele, pravilno kroglaste, 
majhne 
/ / / 
BF5_0003 
Pseudomonas 
bele, pravilno kroglaste, 
majhne 
- / / 
BF5_0006 
Pseudomonas 
bele, pravilno kroglaste, 
majhne 
- / / 
BF5_0534 Pseudomonas  
rumene, nepravilno 
kroglaste, velike 









bele, pravilno kroglaste, 
srednje velike 
+ 1,3 ± 4 1 ± 0,94E-02 
BF5_0004 
Staphylococcus 
krem, pravilno kroglaste, 
dokaj velike 
+ 16 ± 4 1±4,5 E-02 
BF5_0315 Vibrio / / / / 
BF5_0293 Vibrio / / / / 
BF5_0348 Vibrio / / / / 
BF5_0314 Vibrio / / / / 
BF5_0302 Vibrio / / / / 
BF5_0321 Vibrio / / / / 
BF5_0317 Vibrio / / / / 
 
 
4.2 IZBOR IZOLATOV BF5_0537 IN BF5_0027 ZA NADALJNJE EKSPERIMENTE 
 
Za nadaljnje delo smo izbrali le dva izolata, in sicer BF5_0537 in BF5_0027. Izolat 
BF5_0537 (slika 7) se v 99 % ujema nukleotidnim zaporedjem gena za 16 rRNA 
Loktanella aestuariicola, ki spada v družino Rhodobacteraceae, v razred 
Alphaproteobacteria. Kolonije so velike, rahlo oranžno-rdeče barve in kroglaste, z 
enotnim robom. Iz morja je bil izoliran 22. 10. 2010.  
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                                      Slika 7: Pod lupo slikani koloniji izolata Loktanella sp. BF5_0537  
 
Drugi izbrani izolat, BF5_0027 (slika 8), se 100-odstotno ujema z delnim nukleotidnim 
zaporedjem gena za 16s rRNA bakterije Halomonas sp. IW2-2, kar smo preverili v 
podatkovni zbirki GenBank s pomočjo orodja BLAST. Izbrali smo ga zaradi visoke 
viskoznosti in majhne standardne napake. Izbirali smo med izolatoma Halomonas sp. 
BF5_0027 in Halomonas sp. BF5_0007, vendar izolat Halomonas sp. BF5_0007 v 
nadaljnjih laboratorijskih poskusih ni več dosegal začetne viskoznosti in smo zato izbrali 
izolat Halomonas sp. BF5_0027. Kolonije izbranega izolata Halomonas sp. BF5_0027 
so srednje velikosti, kremaste barve, nepravilno kroglaste z neenotnim robom. Izolat je 




                               Slika 8: Pod lupo slikane kolonije izolata Halomonas sp. BF5_0027 
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Na sliki 9 so prikazane viskozne krivulje, iz katerih je razvidno, da ima izolat Loktanella 
sp. BF5_0537 pri strižni hitrosti 1 s-1 začetno viskoznost približno 40-krat višjo kot izolat 
Halomonas sp. BF5_0027. Končna viskoznost izolata Loktanella sp. BF5_0537 je bila 4 
mPa·s, za Halomonas sp. BF5_0027 pa 1 mPa·s. Glede na viskozno krivuljo gojišča imata 
oba izolata povišano viskoznost vzdolž treh velikostnih redov za strižno hitrost. Oblika 
viskoznih krivulj kaže na izrazito pseudoplastično obnašanje izbranih bakterijskih 
suspenzij. Pri tem izstopa zlasti izolat Loktanella sp. BF5_0537. 
 
 
Slika 9: Meritev viskoznih krivulj izbranih izolatov na reometru. Prikazane točke so povprečja treh 
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4.3 PRIMERJAVA VISKOZNOSTI IZBRANIH MORSKIH IZOLATOV S 
STANDARDNIMI BAKTERIJSKIMI SEVI 
  
Slika 10: Primerjava krivulj viskoznosti izbranih izolatov Loktanella sp. BF5_0537 in Halomonas sp. 
BF5_0027, namnoženih v gojišču Zobell brez dodatka, s sevoma Bacillus subtilis PS 216 in 
Pseudomonas fluorescens CCM 2799, namnoženima v gojišču LB. Prikazane točke so povprečja treh 
neodvisnih meritev s pripadajočo oceno za standardni odklon. 
 
Za primerjavo dobljenih vrednosti za viskoznost smo viskoznosti izbranih morskih 
izolatov primerjali z viskoznostjo P. fluorescens CCM 2799, ki poznano tvori bolj 
viskozne tekoče kulture (Koza in sod., 2009), in sevom Bacillus subtilis PS 216, ki tvori 
manj viskozne bakterijske suspenzije. Viskozna krivulja izolata Loktanella sp. BF5_0537 
je bila za rang velikosti višja od viskoznosti ostalih sevov (slika 10). Pseudomonas 
fluorescens CCM 2799 in izolat Halomonas sp. BF5_0027 imata precej podobno 
viskozno krivuljo, medtem ko Bacillus subtilis PS 216 odstopa od ostalih po najnižji 
viskoznosti, ki se giblje le malenkost nad viskoznostjo Zobell in LB-gojišča in ne kaže 
izrazite pseudoplastičnosti (spremembe viskoznosti glede na strižno hitrost). 
 
4.4 VPLIV DODATKA ORGANSKE SNOVI V FILTRIRANI MORSKI VODI NA 
VISKOZNOST ČISTE IN MEŠANE BAKTERIJSKE KULTURE  
 
Vpliv dodatka organskih snovi v filtrirano morsko vodo na viskoznost bakterijskega 
izolata Loktanella sp. BF5_0537 je prikazana na sliki 11. Dodatek peptona ali kvasnega 
ekstrakta je znatno povečal viskoznost bakterijske suspenzije. Povečanje viskoznosti je 
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BF5_0537 v gojišču Zobell, ki je vseboval primerljive količine kvasnega ekstrakta in 
peptona. Dodatek glicerola v filtrirano morsko vodo je bistveno manj povečal viskoznost, 
vendar se je bakterijska suspenzija obnašala pseudoplastično. Po dodatku dušika ali 
fosforja je bila viskoznost pri večjih strižnih hitrostih podobna vrednosti v filtrirani 
avtoklavirani morski vodi, se je pa viskoznost povečala pri nižjih strižnih hitrostih. To 
kaže, da dodatek fosforja ali dušika poveča pseudoplastičnost bakterijske suspenzije 
izolata Loktanella sp. BF5_0537. 
 
 
Slika 11: Vpliv dodatka organskih snovi na viskoznost kulture Loktanella sp. BF5_0537 nagojene v 
FASW.  
*FASW – filtrirana avtoklavirana morska voda, KE – kvasni ekstrakt, N, P – dodatek dušika in fosforja. 
Črtkane črte predstavljajo vrednosti neinokuliranih gojišč, polne črte predstavljajo meritev viskoznosti 
kulture Loktanella sp. v filtrirani avtoklavirani morski vodi z dodatkom hranil. Prikazane so povprečne 
vrednosti in standardni odklon (n = 3). 
 
  
V poskusu z mešano bakterijsko združbo, kjer smo Loktanella sp. (BF5_0537) dodali še 
bakterijske izolate Halomonas sp. BF5_0007, Idiomarina sp. BF5_0017 in Halomonas 
sp. BF5_0027, se je viskoznost najbolj povišala pri dodatku peptona in kvasnega ekstrakta 
(slika 12). Glede na filtrirano morsko vodo do znatnega povišanja viskoznosti ni prišlo 
pri dodatku glicerola. Podobno kot pri čisti kulturi Loktanella sp. BF5_0537 je dodatek 
dušika in fosforja povečal pseudoplastičnost mešane bakterijske suspenzije. Če 
primerjamo viskoznost čiste kulture Loktanella sp. BF5_0537 in mešane kulture, je bila 
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Slika 12:  Vpliv dodatka organskih snovi na viskoznost mešane kulture nagojene v FASW. 
* FASW – filtrirana avtoklavirana morska voda. N, P – dodatek dušika in fosforja. Črtkane črte 
predstavljajo vrednosti neinokuliranih gojišč, polne črte predstavljajo meritev viskoznosti mešane kulture 
v filtrirani avtoklavirani morski vodi z dodatkom hranil. Posamezne komponente so bile dodane ločeno. 
Prikazane so povprečne vrednosti in standardni odklon (n = 3). Mešano kulturo sestavljajo izolati 
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4.5 VPLIV SAHAROZE V FILTRIRANI MORSKI VODI NA VISKOZNOST ČISTE 
IN MEŠANE BAKTERIJSKE KULTURE 
 
Preverili smo, ali do povišanja viskoznosti v filtrirani morski vodi pride tudi ob dodatku 
sladkorjev. Kot je razvidno s slike 13 za čisto kulturo Loktanella sp. BF5_0537, je do 
povišanja viskoznosti prišlo, vendar je to povišanje za razred velikosti nižje kot v primeru 




Slika 13: Vpliv različnih koncentracij saharoze na viskoznost kulture Loktanella sp. BF5_0537  
* FASW – filtrirana avtoklavirana morska voda. Črtkane črte predstavljajo vrednosti neinokuliranih gojišč, 
polne črte predstavljajo meritev viskoznosti mešane kulture v filtrirani avtoklavirani morski vodi z 
dodatkom saharoze. Prikazane so povprečne vrednosti in standardni odkloni (n = 3). 
 
 
Podobno kot pri čisti kulturi Loktanella sp. BF5_0537 se tudi pri kompleksnejši združbi, 
sestavljeni iz izolatov Halomonas sp. BF5_0007, Idiomarina sp. BF5_0017, Halomonas 
sp. BF5_0027 in Loktanella sp. BF5_0537 z dodatkom sladkorja viskoznost poviša, 
najbolj pri koncentraciji saharoze 0,03 M (slika 14). Tudi v tem primeru je povišanje 
viskoznosti za razred velikosti nižje kot pri dodatku peptona ali kvasnega ekstrakta 





















Loktanella sp. - vpliv saharoze na viskoznost
saharoza 0,03 M FASW
saharoza 0,06 M FASW
saharoza 0,09 M FASW
saharoza 0,03 M FASW
saharoza 0,06 M FASW
saharoza 0,09 M FASW
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Slika 14: Vpliv različnih koncentracij saharoze na viskoznost mešane kulture  
* FASW – filtrirana avtoklavirana morska voda. Črtkane črte predstavljajo vrednosti neinokuliranih gojišč, 
polne črte predstavljajo meritev viskoznosti mešane kulture v filtrirani avtoklavirani morski vodi z 
dodatkom saharoze. Prikazane so povprečne vrednosti in standardni odkloni (n = 3). Mešano kulturo 
sestavljajo izolati Halomonas sp. BF5_0007, Idiomarina sp. BF5_0017, Loktanella sp. BF5_ 0537 in 
Halomonas sp. BF5_0027. 
 
 
4.6 VPLIV OGLJIKA NA VISKOZNOST BAKTERIJSKIH SUSPENZIJ 
LOKTANELLA SP. BF5_0537 IN HALOMONAS SP. BF5_0027 V GOJIŠČU 
ZOBELL  
 
Ker je do znatnega povišanja viskoznosti v filtrirani avtoklavirani morski vodi prišlo le 
po dodatku peptona in kvasnega ekstrakta, smo vse nadaljnje eksperimente izvajali v 
gojišču Zobell, ki je sestavljeno iz peptona in kvasnega ekstrakta. Kot dodaten vir ogljika 
smo gojišču Zobell dodali saharozo, glukozo, glicerol ali glutamat. Za vsako gojišče smo 
uporabili 4 g posameznega vira ogljika, končne koncentracije dodanih virov ogljika so 
tako bile 0,03 M saharoza, 0,05 M glukoza, 0,1 M glicerol in 0,06 M glutamat. Rezultati 
za izolat Loktanella sp. BF5_0537 so prikazani na sliki 15, za izolat Halomonas sp. 





















Mešana kultura - vpliv saharoze na viskoznost
saharoza 0,03 M FASW
saharoza 0,06 M FASW
saharoza 0,06 M FASW
saharoza 0,03 M FASW
saharoza 0,09 M FASW
saharoza 0,09 M FASW
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Slika 15: Viskozne krivulje izolata Loktanella sp. BF5_0537 glede na dodane različne vire ogljika gojišču 
Zobell (polna črta). S črtkano črto so prikazane vrednosti za viskozno krivuljo neinokuliranih gojišč. 
Prikazane so povprečne vrednosti in standardni odkloni (n = 3).  
 
Na sliki 15 lahko vidimo, da je viskoznost bakterijske suspenzije izolata Loktanella sp. 
BF5_0537 najvišja, kadar raste v gojišču Zobell z dodanim glicerolom. Sledijo saharoza, 
glukoza in glutamat. Dodatek različnih virov ogljika je spremenil pseudoplastično 
obnašanje bakterijskih suspenzij. Iz rezultatov lahko zaključimo, da na povišano 
viskoznost bakterijske suspenzije izolata Loktanella sp. BF5_0537 najbolj vpliva dodatek 
glicerola, najmanj pa glutamat. 
 
 
Slika 16: Viskozne krivulje izolata Halomonas sp. BF5_0027 glede na dodane različne vire ogljika 
gojišču Zobell (polna črta). S črtkano črto so prikazane vrednosti za viskozno krivuljo neinokuliranih 





















































glutamat Zobell  K
glicerol Zobell K
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Pri izolatu Halomonas sp. BF5_0027 je dodatek različnih virov ogljika manj očitno 
vplival na viskozne krivulje bakterijskih suspenzij (slika 16). Najbolj je na viskoznost 
vplival dodatek glicerola. Razlike med ostalimi viri ogljika so majhne in v okviru 
eksperimentalne napake, kar pomeni, da vpliva dodatka vira ogljika med njimi ne 
moremo določiti.  
 
 
4.7 VPLIV TEMPERATURE NA VISKOZNOST BAKTERIJSKIH SUSPENZIJ 
LOKTANELLA SP.  BF5_0537 IN HALOMONAS SP. BF5_0027 V GOJIŠČU 
ZOBELL  
 
Zanimalo nas je, kako se spreminja viskozna krivulja glede na različne temperaturne 
pogoje gojenja izbranih bakterijskih izolatov. Izbrana bakterijska izolata smo gojili  pri 
sobni temperaturi 21 °C, 8 °C, 28 °C in 37 °C. Rezultati za izolat Loktanella sp. BF5_0537 
so prikazani na sliki 17, za izolat Halomonas sp. BF5_0027 pa na sliki 18. 
 
 
Slika 17: Spreminjanje viskoznosti izolata Loktanella sp. BF5_0537 glede na gojenje pri različnih 
temperaturah. Izolat je bil namnožen v gojišču Zobell brez dodatkov, pri vsaki temperaturi je bil 
inkubiran v temi, število ponovitev n = 3.  
 
S slike 17 je razvidno, da je temperatura gojenja vplivala na viskoznost izolata Loktanella 
sp. BF5_0537. Najvišjo viskoznost je bakterijska suspenzija dosegla pri sobni 
temperaturi. Z višanjem ali nižanjem temperature je viskoznost padla. Pri 37 °C, kar je 
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Slika 18: Spreminjanje viskoznosti izolata Halomonas sp. BF5_0027 glede na izpostavljenost različnim 
temperaturam. Izolat je bil namnožen v gojišču Zobell brez dodatkov, pri vsaki temperaturi je bil 
inkubiran v temi, število ponovitev n = 3.  
 
Pri izolatu Halomonas sp. BF5_0027 je bil odziv viskoznosti na spremembo temperature 
bistveno manjši (slika 18). Viskoznost izolata je bila najvišja pri 8 °C, sledi 28 °C, sobna 
temperatura 21 °C in 37 °C, vendar pa so bile razlike majhne in v okviru eksperimentalne 
napake neznačilne. Opazno je majhno povečanje pseudoplastičnosti pri nizkih strižnih 
hitrostih pri sobni temperaturi 21 °C, 8 °C in 28 °C.  
 
 
4.8 VPLIV RAZLIČNIH KONCENTRACIJ SLANOSTI NA VISKOZNOST 
BAKTERIJSKIH SUSPENZIJ LOKTANELLA SP. BF5_0537 IN HALOMONAS 
SP.  BF5_0027 V GOJIŠČU ZOBELL  
 
Seve smo gojili pri različnih slanostih, in sicer 0,5, 1,5, 2, 2,5 in 3 M koncentraciji NaCl. 
Rezultati za izolat Loktanella sp. BF5_0537 so prikazani na sliki 19, za izolat Halomonas 
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Slika 19: Spreminjanje viskoznosti izolata Loktanella sp. BF5_0537 glede na izpostavljenost različni 
slanosti. Polne črte predstavljajo rezultate viskoznosti izolata pri različnih koncentracijah NaCl, črtkane 
črte pa vrednosti neinokuliranih gojišč. Inkubacija je bila pri 28 °C, v temi, brez dodanega vira ogljika. 
Navpične črne črte pomenijo odstopanje med tremi meritvami od povprečja vseh treh meritev (n = 3). 
 
Kot je razvidno s slike 19, bakterijska suspenzija izolata Loktanella sp. BF5_0537 doseže 
najvišjo viskoznost pri koncentraciji 0,5 M NaCl. Pri teh pogojih je bakterijska kultura 
pseudoplastična vzdolž treh velikostnih razredov in tudi pri največji strižni hitrosti ima 
bakterijska suspenzija izrazito povišanje viskoznosti, kar kaže na stabilno strukturo 
bakterijske suspenzije. Z višanjem slanosti je opazno ožanje razpona strižnih hitrosti, pri 
katerih se bakterijska suspenzija obnaša pseudoplastično. Pri najvišji slanosti je struktura 
bakterijske suspenzije bistveno šibkejša in razpade že pri strižnih hitrostih, ki so višje od 
10-1 s. Iz rezultatov razberemo, da ima izolat Loktanella sp. BF5_0537 višjo viskoznost 
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Slika 20: Spreminjanje viskoznosti izolata Halomonas sp.  BF5_0027 glede na izpostavljenost različni 
slanosti. Inkubacija je bila pri 28 °C, v temi, brez dodanega vira ogljika.  
 
Izolat Halomonas sp. BF5_0027 (slika 20) ima najvišjo viskoznost pri koncentraciji 2 M 
NaCl, sledi koncentracija 2,5 M, 1,5 M in 3M NaCl. Vendar je vpliv slanosti na 
viskoznost, z izjemo 2 M NaCl, zelo majhen. 
 
 
4.9 VISKOZNOST IZOLATOV LOKTANELLA SP. IN HALOMONAS SP., 
IZOLIRANIH V RAZLIČNIH LETNIH MESECIH 
 
Za bakterije iz rodu Loktanella sp. in Halomonas sp. smo iz zbirke na Morski biološki 
postaji izbrali izolate, ki so bili izolirani v različnih letnih časih, in izmerili njihove 
viskoznosti. Zanimalo nas je, ali se viskoznost bakterijskih suspenzij izolatov sezonsko 
spreminja glede na mesec, v katerem so bili izolirani. Rezultati so prikazani na sliki 21 
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Slika 21: Viskoznost različnih izolatov Loktanella sp. glede na mesece pojavljanja. Meritev je bila 
opravljena pri strižni hitrosti 1 s-1, izvedene so bile 3 ponovitve (n = 3), napaka predstavlja odstopanje 
med tremi ponovitvami. 
 
Izolati Loktanella sp. so bili izolirani januarja, maja in oktobra. Iz dobljenih rezultatov 
lahko razberemo, da imamo dva nivoja viskoznega obnašanja izolatov. Bolj viskozni 
izolati (BF5_1002, BF5_0996, BF5_0537, BF5_0535) in manj viskozni izolati 
(BF5_0995, BF5_0997, BF5_0536). Korelacije med viskoznostjo in časom izolacije nam 
ni uspelo pokazati. 
 
 
Slika 22: Viskoznost različnih izolatov Halomonas sp. glede na mesece pojavljanja. Meritev je bila 
opravljena pri strižni hitrosti 1 s-1, izvedene so bile 3 ponovitve (n = 3), napaka predstavlja odstopanje 
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Več izolatov smo analizirali pri Halomonas sp., in sicer smo imeli 21 različnih izolatov, 
ki so bili izolirani januarja in februarja (zima), maja (pomlad), avgusta (poletje) in oktobra 
(jesen). Tudi pri Halomonas sp. ne vidimo korelacije med časom izolacije in 
viskoznostjo. Več izolatov je bilo izoliranih iz morske vode v zimskih mesecih kot v 
poletnih, kar nakazuje na večje pojavljanje Halomonas sp. pozimi. S slike 22 vidimo, da 
štirje izolati Halomonas sp. kažejo povišano viskoznost, ki pa je še vedno za razred 
velikosti nižja kot pri najbolj viskoznih izolatih Loktanella sp.  
 
4.10 SPREMLJANJE VISKOZNOSTI NARAVNE MIKROBNE ZDRUŽBE V 
OBOGATITVENEM EKSPERIMENTU 
 
V laboratorijskem obogatitvenem poskusu smo morski vodi dodajali hranila (N, P) z 
namenom povečanja primarne in bakterijske produkcije, ki bi potencialno lahko vodila k 
povečani viskoznosti morskega medija oz. v povečanje bakterijske produkcije in 
izločanje zunajceličnih polimerov. V ta namen smo spremljali bakterijsko produkcijo v 
času. V preglednici 10 so rezultati za bakterijsko produkcijo ogljika, ki kažejo, da se je 
bakterijska produkcija povečala v prvih dveh dneh inkubacije (iz 6,4 ± 0,3 µg C L-1 h-1 
na 37,7 ± 0,3 µg C L-1 h-1 v kontrolni meritvi in 42,4 ± 0,7 µg C L-1 h-1 v meritvi z 
dodatkom dušika in fosforja), nato pa je začela padati. Iz rezultatov za bakterijsko 
produkcijo lahko vidimo, da se je bakterijska produkcija povečala tako v kontrolnih 
posodah kot tudi v posodah z dodatkom dušika in fosforja, vendar je bilo povečanje večje 
v primeru dodatka N in P. V prilogi B so mikroskopski posnetki bakterijske populacije v 
različnih vzorcih, na katerih se vidi, da se je število bakterij povečalo tako v kontrolnem 
poskusu kot v poskusu z dodatkom dušika in fosforja. 
 
Preglednica 10: Rezultati bakterijske produkcije – kontrola ter dodatek N in P  
Dan Bakterijska produkcija –
kontrola  
[µg C L-1 h-1 ] 
Bakterijska produkcija – 
dodatek N in P 
[µg C L-1 h-1 ] 
Δ bakterijske produkcije 
[µg C L-1 h-1 ] 
0 6,4 ± 0,3 6,4 ± 0,3 0 
1 37,7 ± 0,3 42,4 ± 0,7 4,7 
2 25,8 ± 0,00 39,3 ± 0,1 13,5 
3 25,5 ± 0,5 30,2 ± 0,3 4,7 
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Viskoznost izmerjena pri strižni hitrosti 10 s-1 ne kaže izrazitega trenda (preglednica 11). 
Pri kontroli niha med 1,05 in 2,66 mPa s, pri vzorcu z dodanim N in P pa med 1,05 in 1,2 
mPa s. Vrednosti so nizke in v okviru eksperimentalne napake ne odstopajo značilno od 
vrednosti za morsko vodo. Iz rezultatov lahko zaključimo, da med eksperimentom ni 
prišlo do znatne spremembe viskoznosti.  
 
Preglednica 11: Eksperiment viskoznosti – reološka analiza viskoznosti  
Dan Kontrola  
[mPa.s] 
Dodatek N in P [mPa.s] Δ viskoznosti 
[mPa.s] 
0 1,05 ± 0,00 1,05 ± 0,00 0 
1 1,44 ± 0,41 1,07 ± 3E-2 -0,37 
2 1,06 ± 0,00 1,04 ± 5E-3 -0,025 
3 2,66 ± 2,30 1,02±5E-3 -1,642 
4 1,03 ± 5E-3 1,20 ± 0,19 0,175 
*Viskoznost je bila pomerjena pri strižni hitrosti 10 s-1. 
  
 
Tramšek K. Reološka analiza izbranih morskih bakterijskih izolatov  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
48 
 
5 DISKUSIJA  
 
V magistrski nalogi smo v zbirki morskih bakterijskih izolatov na Morski biološki postaji 
v Piranu iskali izolate z zanimivimi reološkimi lastnostmi. Izmed 76 pregledanih morskih 
izolatov, ki smo jih uporabili, sta najbolj izstopala izolata Loktanella sp. BF5_0537, 
izolirana 22. 10. 2010, in Halomonas sp. BF5_0027, izoliran 16. 2. 2010. Izolat 
Halomonas sp. BF5_0027 smo izbrali zaradi povišane viskoznosti in majhne standardne 
napake meritev viskoznosti. Izolat Loktanella sp. BF5_0537 je tvoril sijoče in mazave 
kolonije, kar je bil tudi naš osrednji indikator za prepoznavanje izolatov, ki izločajo 
biopolimere. Izmed pregledanih sevov je imel najvišjo viskoznost 1255 mPa.s, ki je bila 
izmerjena pri strižni hitrosti 1 s-1. Pri 1000 s-1 je vrednost za viskoznost padla na 4 mPa.s, 
kar je bilo še vedno višje kot pri vseh ostalih pregledanih morskih izolatih. V primerjavi 
z dobro preučenimi sevi, kot sta Pseudomonas fluorescens CCM 2799 in Bacillus subtilis 
PS 216, je bila viskoznost izolata Loktanella sp. BF5_0537 bistveno višja. Za bakterije iz 
rodov Loktanella sp. je znano, da proizvajajo lipopolisaharide (Ierano in sod., 2010). Med 
pregledano literaturo nismo našli članka, kjer bi bil lipopolisaharid okarakteriziran. 
Izbrani morski izolat BF5_0537 se v 99 % ujema z genom za 16S rRNA  bakterije 
Loktanella aestuariicola. 
Izolat Loktanella sp. BF5_0537 smo gojili pri različnih virih ogljika. Dodatek peptona in 
kvasnega ekstrakta filtrirani morski vodi je znatno povečal viskoznost bakterijske 
suspenzije, kar pripisujemo povečani rasti in produkciji bakterij. Dodatek peptona ali 
kvasnega ekstrakta filtrirani morski vodi je povzročil podobno povečanje viskoznosti kot 
gojenje v gojišču Zobell, kar je glede na primerljive koncentracije peptona in kvasnega 
ekstrakta v obeh gojiščih pričakovano. Če smo gojišču Zobell dodali enostavne vire 
ogljika smo opazili, da posamezni viri ogljika dodatno ne zvišujejo viskoznosti 
bakterijske suspenzije izolata Loktanella sp. BF5_0537. Po dodatku glicerola je imel 
izolat enako viskoznost, kot jo je imel v gojišču Zobell, pri dodatku saharoze, glukoze in 
glutamata pa se je viskoznost zmanjšala. Razlog za zmanjšanje viskoznosti ni poznan, 
vendar bi ga bilo zanimivo raziskati. Izbrani izolat Loktanella sp. BF5_0537 je imel 
najvišjo viskoznost pri sobni temperaturi 21 °C, sledili sta temperaturi 28 °C in 8 °C in 
najmanjša viskoznost pa je bila pri temperaturi 37 °C. Pričakovano je bilo, da bo 
najmanjša viskoznost pri 37 °C, saj je to za morske organizme iz severnega Jadrana 
izrazito visoka temperatura okolja. Pokazano je bilo, da ima Loktanella aestuariicola 
optimalno rast pri 30 °C in 2,0–3,0-odstotni koncentraciji NaCl (Park in sod., 2014), kar 
je višje kot pri našem izolatu. Glede na različne koncentracije NaCl je imel izolat 
Loktanella sp. BF5_0537 najvišjo viskoznost pri 0,5 M koncentraciji NaCl, kar se ujema 
s koncentracijo NaCl v morski vodi (35 g L-1, oziroma 560 mM). Z naraščajočo slanostjo 
je viskoznost padala, tako da je bila najnižja pri 3 M koncentraciji NaCl.  
Izolat Halomonas sp. BF5_0027, ki je imel povišano viskoznost glede na ostale 
pregledane bakterijske izolate, tvori srednje velike, nepravilno kroglaste kolonije krem 
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barve, ki so sijoče in mazave. V primerjavi z ostalimi neizbranimi izolati je imel izolat 
Halomonas sp. BF5_0027 povišano viskoznost in dokaj majhno standardno napako pri 
meritvah viskoznosti, tako da smo kljub višji viskoznosti nekaterih drugih izolatov za 
nadaljnje poskuse izbrali tega. Glede na pregledano literaturo producira Halomonas sp. 
glikolipide z emulgatorskimi lastnostmi (Pepi in sod., 2005). Eksopolisaharide z 
emulgatorsko aktivnostjo so pri Halomonas sp. našli v gojišču z dodano glukozo, 
peptonom in kvasnim ekstraktom (Satpute in sod., 2010), kar bi lahko razložilo povišano 
viskoznost bakterijskih suspenzij, ki smo jo opazili pri tem izolatu. Pri gojenju izolata 
Halomonas sp. BF5_0027 na različnih  virih ogljika v gojišču Zobell smo ugotovili, da 
se je viskoznost zelo malo spremenila. Pri izolatu Halomonas sp. BF5_0027 je bil odziv 
viskoznosti na temperaturo precej manjši kot pri Loktanella sp. BF5_0537. Viskoznost je 
bila najvišja pri 8 °C. Glede na povečano pojavnost Halomonas sp. izolatov v zimskih 
mesecih bi lahko predpostavili, da izbranemu izolatu bolj ustrezajo nižje temperature 
okolja. Rod Halomonas je zelo razširjen v izjemno slanih habitatih (Bouchotroch in sod., 
2001). Večina izolatov je bila izoliranih iz slanih okolij, kot so soline, slana jezera, 
fermentirana morska hrana, slana tla in globokomorski termalni vrelci (Koh in sod., 
2017). Znano je tudi, da Halomonas sp. tvori EPS v okoljih s povečano slanostjo (Satpute 
in sod., 2010). Naši rezultati kažejo, da je imel izolat Halomonas sp. BF5_0027 najvišjo 
viskoznost pri 2 M koncentraciji NaCl. 
 
V nalogi smo pregledali izolate Halomonas sp. in Loktanella sp. iz zbirke Morske 
biološke postaje v Piranu, ki so bili izolirani iz morskega ekosistema v različnih letnih 
časih. Pojavnost sevov in njihova številčnost v različnih letnih časih kaže na njihovo 
zastopanost in pomen v mikrobni združbi. V primerjavi z Loktanella sp. je bilo kar 
dvakrat več izoliranih sevov iz skupine Halomonas sp., ki lahko predstavlja tudi več kot 
10 % mikrobne združbe v izbranem habitatu (Satpute in sod., 2010). Pri pregledanih 
izolatih Loktanella sp. smo našli dva tipa, bolj viskozen in manj viskozen. Glede na 
dobljene rezultate ni bilo značilne povezave med viskoznostjo bakterijskih izolatov in 
časom izolacije izolatov Halomonas sp. in Loktanella sp. iz zbirke na Morski biološki 
postaji v Piranu. 
 
Spremljali smo tudi viskoznost naravne mikrobne združbe. Naredili smo obogatitveni 
poskus, pri katerem smo morski vodi dodajali mineralni dušik in fosfor z namenom 
ustvarjanja pogojev, pri katerih bi prišlo do povečane primarne in sekundarne produkcije 
mikrobne združbe. Po dodatku dušika in fosforja je sicer prišlo do povečanja bakterijske 
produkcije, vendar je bilo povečanje manjše od pričakovanega. V podobnem poskusu so 
Malfatii in sod. (2014) uspešno spodbudili cvetenje fitoplanktona in povečano rast ter 
produkcijo bakterijske populacije, kar je trajalo več dni. Poskus je potekal dalj časa (64 
dni) in je bil nastavljen v drugi sezoni, kar pomeni, da je bila začetna mikrobna združba 
drugačne sestave, pa tudi pogoji okolja so bili drugačni. Poleg bakterijske produkcije so 
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merili tudi koncentracije organskih in anorganskih hranil, klorofila a, primarno 
produkcijo, spremljali so sestavo in funkcijo bakterijske združbe ter spremljali formacijo 
gelov oz. gelskih agregatov v morski vodi, ki naj bi bila posledica takšnih cvetenj in bi 
lahko vodila do formacije mukusnih makroagregatov oz. pojava sluzenja morja, ki je bilo 
nekoč značilen pojav v severnem Jadranu (Malfatti in sod., 2014).  
Ker je viskoznost bakterijske suspenzije povezana s številom, je morda prav to razlog, da 
nam v obogatitvenem poskusu ni uspelo izmeriti značilne spremembe viskoznosti. Iz 
naših rezultatov izhaja, da je bilo v času eksperimenta povečanje viskoznosti po dodatku 
N in P relativno majhno. V primeru, ko smo prefiltrirani morski vodi dodali N in P ter 
inokulirali gojišče bodisi z Loktanella sp. ali mešano kulturo bakterij, se je znatno 
povečala pseudoplastičnost gojišča, kar kaže, da dodatek hranil lahko vpliva na reološke 
lastnosti suspenzije. Treba je poudariti, da gre v enem primeru za čisto kulturo izolata, v 
drugem pa za mešano naravno združbo, znotraj katere je predvidoma samo od 1 do 10 % 
takšnih bakterij, ki jih znamo gojiti. Vendar smo mnogo večji odziv dobili, če smo 
prefiltrirani morski vodi dodali pepton ali kvasni ekstrakt. V tem primeru je prišlo do 
značilnega povečanja viskoznosti tako v primeru čiste kulture Loktanella sp. BF5_0537 
ali mešane kulture bakterij. Do povečanja viskoznosti je prišlo tudi v primeru dodatka 
sladkorjev, vendar je bilo povečanje nižje kot pri dodatku peptona ali kvasnega ekstrakta, 
razen v primeru mešane bakterijske kulture, kjer je bil pri najvišji koncentraciji dodane 
saharoze vpliv primerljiv. Ti rezultati kažejo, da je verjetno v obogatitvenem 
eksperimentu z dodatkom N in P morski vodi primanjkovalo organskega ogljika za 
intenzivnejšo bakterijsko produkcijo in posledično povečanje viskoznosti bakterijske 
suspenzije. Razlog je lahko tudi premajhen dodatek fosforja in dušika ali drugačna sestava 
združbe. Povečanje viskoznosti, ki je značilno za cvetenje morja ali za pojav sluzastih 
makroagregatov, je kompleksen pojav. Številne raziskave so pokazale, da pride v 
Jadranskem morju do cvetenja fitoplanktona in bakterij po obogatitvi s fosforjem (Žutić 
in sod., 2004) in drugimi nutrienti, ki pridejo v morje preko rek (Cossarini in sod., 2012), 
dežja (Malej in sod., 1997) in urbanih odpadkov. V poenostavljenem modelnem sistemu 
z dodatkom dušika in fosforja nam ni uspelo pokazati povečane viskoznosti morske vode. 
Glede na dobljene rezultate bi obogatitvene eksperimente kazalo ponoviti z dodatkom 
organske snovi. Predvsem pa so potrebne dodatne raziskave, ki bi omogočile vpogled v 
mehanizme in vzroke za povečano produkcijo zunajceličnih polimerov, ki povečajo 
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• Med bakterijskimi izolati v zbirki na Morski biološki postaji v Piranu smo našli 
takšne, ki znatno povečajo viskoznost bakterijske suspenzije, s povišano 
viskoznostjo je posebej izstopal izolat BF5_0537, ki pripada bakterijam iz rodu 
Loktanella.   
 
• Viskoznost bakterijskega izolata BF5_0537, ki pripada bakterijam iz rodu 
Loktanella je bila najvišja pri 0,5 M NaCl in pri sobni temperaturi 21 °C. 
 
• Viskoznost bakterijskega izolata BF5_0027, ki pripada bakterijam iz rodu 
Halomonas je bila najvišja pri 2 M NaCl in pri 8 °C. 
 
• Letni čas izolacije bakterijskih sevov ne korelira z viskoznostjo bakterijskih 
izolatov.  
 
• V obogatitvenem eksperimentu z dodatkom mineralnih oblik dušika in fosforja v 
morsko vodo nam ni uspelo povečati viskoznosti morskega okolja.   
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Biopolimeri so pomemben vir in se vedno bolj uporabljajo v biotehnološki in 
biofarmacevtski industriji. Uporabljamo jih lahko kot emulgatorje in lepila. Zaradi 
strukture, biorazgradljivosti in manjše toksičnosti so v zadnjih letih postali zelo 
pomembni. Številni morski mikroorganizmi, kot so Acinetobacter, Arthrobater, 
Pseudomonas, Halomonas, Myroides, Bacillus, Alteromonas in mnogi drugi, so bili 
proučevani za produkcijo biopolisaharidov, bioemulgatorjev ter eksopolisaharidov. 
 
Med bakterijskimi izolati Tržaškega zaliva, ki jih hranijo na Morski biološki postaji v 
Piranu, smo poskušali najti takšne, ki bi po svojih viskoznih lastnostih izstopali. Izolate 
smo namnožili, pregledali kolonije in pomerili viskoznost njihovih bakterijskih suspenzij. 
Na osnovi izstopajoče viskoznosti smo izbrali dva izolata – Loktanella sp. BF5_0537 in 
Halomonas sp. BF5_0027. 
 
Izolata smo gojili pri različnih temperaturah, virom ogljika ter koncentraciji slanosti. Kot 
vir ogljika smo dodali pepton, kvasni ekstrakt, glicerol, glutamat, glukozo in saharozo. 
Na viskoznost izbranih izolatov je najbolj vplival dodatek peptona in kvasnega ekstrakta, 
med enostavnimi viri ogljika pa dodatek glicerola. Glede na preučevane izbrane 
temperature (sobna 21 °C, 8 °C, 28 °C in 37 °C) je imel izolat Loktanella sp. BF5_0537 
najvišjo viskoznost pri sobni temperaturi 21 °C, izolat Halomonas sp. BF5_0027 pa pri 8 
°C. Glede na različne koncentracije NaCl je bila pri izolatu Loktanella sp. BF5_0537 
najvišja viskoznost pri 0,5 M NaCl. S povišano koncentracijo slanosti se je viskoznost 
izolata zmanjševala. Izolat Halomonas sp. BF5_0027 je imel najvišjo viskoznost pri 
koncentraciji 2 M slanosti in najnižjo pri koncentraciji 0,5 M NaCl. 
 
Pregledali smo vpliv meseca izolacije na viskoznost bakterijskih suspenzij iz rodov 
Halomonas sp., in Loktanella sp. Znatno več izolatov v zbirki je pripadalo Halomonas 
sp., ki je eden prevladujočih rodov med kulturabilnimi bakterijami, izoliranimi iz 
Tržaškega zaliva. Glede na rezultate nismo ugotovili korelacije med viskoznostjo in 
sezono oziroma mesecem izolacije bakterijskih izolatov. 
 
Na osnovi meritev viskoznosti in pregledanih člankov oba rodova izločata biopolimere, 
ki vplivajo na viskoznost bakterijske suspenzije. Bolj proučevan je Halomonas sp., za 
katerega je znano, da izloča polimere, kot so levan, mauran in polihidroksialkanolat 
(PHA). PHA je biorazgradljiv polimer, ki se uporablja kot zamenjava za plastiko. Levan 
se uporablja v kozmetiki, farmaciji, živilski industriji in tudi v medicini, saj deluje kot 
antikoagulant in antitrombotik. Mauran se uporablja predvsem v medicinske namene 
zaradi antikoagulacijskih, antitrombotičnih, antiaterosklerotičnih, antiadhezivnih, 
antimetastatičnih, protivnetnih in protivirusnih lastnosti. 
 
 
Tramšek K. Reološka analiza izbranih morskih bakterijskih izolatov  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
53 
 
Loktanella sp. na drugi strani proizvaja poseben lipopolisaharid, ki vpliva na 
metamorfozo planktontskih larv mnogih bentoških nevretenčarjev. Glede na pregledano 
literaturo pri Loktanella sp. ni odkrit poseben biopolimer. Bakterijski izolat Loktanella 
sp. BF5_0537, ki je kazal najvišjo viskoznost, je nedvomno zelo zanimiv za nadaljnje 
raziskave. Predvsem bi bilo zanimivo raziskati, katera komponenta zunajceličnega 
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MSC32 16S ribosomal 
RNA gene, partial 














ribosomal RNA gene, 
partial sequence; 












fluorescens strain KB20 
16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence; 













ribosomal RNA gene, 
partial sequence; 











Pseudomonas sp. 48XA 
16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence; 












str.1055CR partial 16S 
rRNA gene, strain RHS-











Halomonas sp. EB329 
16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence; 
FJ785509 100  Halomonadaceae Halomonas 
se nadaljuje 
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Idiomarina sp. TJ12-3 
16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence; 












MARG4 partial 16S 
rRNA gene, isolate 












LL-1 16S ribosomal 
RNA gene, partial 













ribosomal RNA gene, 
partial sequence.; 













ribosomal RNA gene, 
partial sequence.; 












strain N8 16S 
ribosomal RNA gene, 
partial sequence.; 













ribosomal RNA gene, 
partial sequence.; 
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partial sequences.; 
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partial sequences.; 
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partial sequences.; 
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DG1255 16S ribosomal 
RNA gene, partial 












DG1255 16S ribosomal 
RNA gene, partial 












DG1255 16S ribosomal 
RNA gene, partial 












strain J-TF4 16S 
ribosomal RNA, partial 












strain J-TF4 16S 
ribosomal RNA, partial 














ribosomal RNA gene, 














ribosomal RNA gene, 












MCCC 1A10564 16S 
ribosomal RNA gene, 












strain J-TF4 16S 
ribosomal RNA, partial 












strain H10 16S 
ribosomal RNA gene, 
partial sequence 100  Bacillaceae  Bacillus 
se nadaljuje 
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1 16S ribosomal RNA 











Vibrio sp. 4.5.0412MS2 
16S ribosomal RNA 











Vibrio sp. 4.5.0412MS2 
16S ribosomal RNA 











Vibrio sp. 4.5.0412MS2 
16S ribosomal RNA 












JLT1363 16S ribosomal 
RNA gene, partial 













ribosomal RNA gene, 












partial 16S rRNA gene, 












NBRC 101086 gene for 
16S rRNA, partial 











Vibrio sp. 4.5.0412MS2 
16S ribosomal RNA 











Vibrio sp. S1124 16S 
ribosomal RNA gene, 
partial sequence 99   Vibrionaceae  Vibrio 
se nadaljuje 
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strain G9C_0m_07 16S 
ribosomal RNA gene, 










     JX864990 
Vibrio sp. 4.5.0412MS2 
16S ribosomal RNA gene, 











Bacillus subtilis partial 
16S rRNA gene, isolate 












partial 16S rRNA gene, 











Halomonas sp. strain 
ST340 16S ribosomal 
RNA gene, partial 












strain ASCOS2_3 16S 
ribosomal RNA gene, 












partial 16S rRNA gene, 











Halomonas sp. BSs20076 
clone 71 16S ribosomal 
RNA gene, partial 











Alcanivorax sp. TK-40(1) 
16S ribosomal RNA gene, 












partial 16S rRNA gene, 
strain 7SS1.9 98   Alcanivoracaceae  Alcanivorax 
se nadaljuje 
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MCCC 1A10566 16S 
ribosomal RNA gene, 












partial 16S rRNA gene, 











Alcanivorax sp. TK-40(1) 
16S ribosomal RNA gene, 












halotolerans strain RB 47 
16S ribosomal RNA gene, 












partial 16S rRNA gene, 











Halomonas sp. BSs20076 
clone 71 16S ribosomal 
RNA gene, partial 











Halomonas sp. RHS-str. 
203Cr B partial 16S 











Halomonas sp. YD13-E 
16S ribosomal RNA gene, 











Halomonas sp. EB397 
16S ribosomal RNA gene, 











Halomonas sp. EB329 
16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence; 
FJ785509 100   Halomonadaceae  Halomonas 
se nadaljuje 
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Halomonas sp. EB329 
16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence; 











Halomonas sp. YD13-E 
16S ribosomal RNA 











Halomonas sp. IW2-2 
gene for 16S rRNA , 












str.1055CR partial 16S 
rRNA gene, strain RHS-











Halomonas sp. RHS-str. 
203Cr B partial 16S 











Halomonas sp. YD13-E 
16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 99   Halomonadaceae  Halomonas 
  
Tramšek K. Reološka analiza izbranih morskih bakterijskih izolatov 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019 
  









Slika 18: Štetje bakterij pod mikroskopom začetni dan (T0)  
                       
    
Slika 19: Levo kontrolna vrednost za dan 1, desno z dodatkom dušika in fosforja za dan 1  
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Slika 20: Levo kontrolna vrednost za dan 2, desno z dodatkom dušika in fosforja za dan 2  
 
  
Slika 21: Levo kontrolna vrednost za dan 3, desno z dodatkom dušika in fosforja za dan 3  
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 Izpostavljenost izolatov Loktanella sp. BF5_0537 in Halomonas sp. BF5_0027 
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